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O Z-DNA e´ uma conformac¸a˜o alternativa da mole´cula de DNA envolvida na regulac¸a˜o
da expressa˜o geˆnica. Pore´m, a func¸a˜o espec´ıfica desta estrutura no metabolismo celular
ainda na˜o foi totalmente elucidada. Este trabalho apresenta um fluxograma de ana´lise
que utiliza o ambiente R para investigar regio˜es potencialmente formadoras de Z-DNA
(ZDRs) ao longo de genomas. Tal me´todo combina a ana´lise termodinaˆmica empregada
pelo conhecido software Z-Catcher com a capacidade de manipulac¸a˜o de dados biolo´gicos
dos pacotes do Bioconductor. A metodologia desenvolvida foi aplicada no cromossomo
14 do genoma humano como estudo de caso e com isso foi poss´ıvel estabelecer uma cor-
relac¸a˜o entre as ZDRs e os s´ıtios de in´ıcio da trancric¸a˜o (TSSs), que se mostrou de acordo
com resultados de estudos anteriores. Ale´m disso, foi poss´ıvel demonstrar que ZDRs posi-
cionadas no interior de genes tendem a ocorrer preferencialmente em introns ao inve´s de
exons e que ZDRs a` montante dos TSSs podem ter correlac¸a˜o positiva com estimulac¸a˜o
da atividade da RNA polimerase.
Palavras-chave: Z-DNA, ZDR, Z-Catcher, R, Bioconductor
Abstract
Z-DNA is an alternative conformation of the DNA molecule implied in regulation of
gene expression. However, the exact role of this structure in cell metabolism is not yet fully
understood. Presented in this work is a novel Z-DNA analysis workflow which employs
the R software environment to investigate Z-DNA forming regions (ZDRs) throughout
genomes. It combines thermodynamic analysis of the well-known software Z-Catcher
with biological data manipulation capabilities of several Bioconductor packages. The
methodology was applied in the human chromosome 14 as a case study. With that, a
correlation was established between ZDRs and transcription start sites (TSSs) which is in
agreement with previous reports. In addition, the workflow was able to show that ZDRs
which are positioned inside genes tend to occur in intronic sequences rather than exonic
and that ZDRs upstream to TSSs may have a positive correlation with the up-regulation
of RNA polymerase activity.
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DLM1 Um dos nomes da prote´ına ZBP1 (Z-DNA binding protein 1)
DNA Deoxyribonucleic acid (A´cido desoxirribonucleico)
dNTP Deoxy nucleoside triphosphate (Deoxi nucleos´ıdeo trifostato)
E3L Fator de viruleˆncia do Vaccinia virus
ENCODE ENCyclopedia Of DNA Elements (Enciclope´dia de elementos do DNA)
Ensembl Projeto conjunto do EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory - Eu-
ropean Bioinformatics Institute) e Wellcome Trust Sanger Institute para anotac¸a˜o
automa´tica de genomas eucario´ticos
FASTA Formato de arquivo de texto proveniente do antigo pacote de alinhamento FASTA
(FAST-All)
FORTRAN The IBM Mathematical FORmula TRANslating System, antiga linguagem de pro-
gramac¸a˜o
FTP File transfer procotol (Protocolo de transfereˆncia de arquivos)
GB Gigabyte, 109 bytes
GHz Gigahertz, 109 Hertz
GRCh37 Genome Reference Consortium human genome 37
HTS High throughput sequencing (Sequenciamento de alto desenpenho)
IDE Integrated development environment (Ambiente de desenvolvimento integrado)
MCF7 Michigan Cancer Foundation-7 (linhagem de ce´lulas de carcinoma mama´rio hu-
mano)
MHz Megahertz, 106 hertz
mRNA Messenger ribonucleic acid (A´cido ribonucleico mensageiro)
NCBI National Center for Biotechnology Information
PCR Polymerase chain reaction (Reac¸a˜o em cadeia da polimerade)
RAM Random access memory (Memo´ria de acesso aleato´rio)
RNA Ribonucleic acid (A´cido ribonucleico)
RNA-Seq Ribonucleic acid sequencing (Sequenciamento de a´cido ribonucleico)
RPM Revoluc¸o˜es por minuto
SAM Sequence Alignment/Map
SATA-II Serial Advanced Technology Attachment-II
SIBZ Stress induced B-Z
SQL Structured Query Language (Linguagem de consulta estruturada)
SRA Short reads archive
TSS Transcription start site (S´ıtio de in´ıcio da transcric¸a˜o)
UCSC University of California Santa Cruz
Z-DNA Deoxyribobucleic acid, conformation Z (A´cido desoxiribonucleico, conformac¸a˜o Z)
ZDR Z-DNA forming region (Regia˜o potencialmente formadora de Z-DNA)
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1 Introduc¸a˜o
O DNA e´ uma mole´cula de estrutura dinaˆmica, coexistindo va´rias conformac¸o˜es di-
ferentes em equil´ıbrio umas com as outras. A forma canoˆnica, mais conhecida, dessa
mole´cula e´ a chamada B-DNA, sua presenc¸a e´ dominante ao longo dos diferentes genomas
e muito ja´ se sabe sobre a sua estrutura e comportamento. Outras formas como o A-DNA
e o Z-DNA podem surgir em condic¸o˜es espec´ıficas. A estrutura do Z-DNA, pore´m chama
a atenc¸a˜o por ser muito distinta do B-DNA, sua he´lice gira para a esquerda ao inve´s da
direita, suas bases demonstram uma disposic¸a˜o alternada onde ha´ uma rotac¸a˜o ao redor
das ligac¸o˜es glicos´ıdicas e por fim, o backbone da mole´cula exibe uma estrutura de zig-zag,
caracter´ıstica que deu origem ao nome Z-DNA. Essa diferenc¸a estrutural faz com que o
DNA na conformac¸a˜o Z difira suficientemente da B a ponto de haver ligantes seletivos
para essa conformac¸a˜o, assim podemos observar uma alta antigenicidade e tambe´m uma
especificidade de ligac¸a˜o por parte de algumas prote´ınas como a ADAR1 (Rich e Zhang,
2003).
Estas caracter´ısticas peculiares do Z-DNA, associadas a`s descobertas de que ele esta´
presente in vivo em regio˜es transcricionalmente ativas, levaram a crer que deveria haver
alguma importaˆncia em termos de func¸a˜o biolo´gica inerente a` essa conformac¸a˜o. Ha´ fortes
evideˆncias que sugerem a participac¸a˜o ativa do Z-DNA na transcric¸a˜o. Estudos mostra-
ram que a formac¸a˜o de Z-DNA apo´s a abertura de um nucleossomo impede que esse
nucleossomo volte a se formar, mantendo assim o gene transcricionalmente ativo por mais
tempo (Garner e Felsenfeld, 1987). Tambe´m foi mostrado que regio˜es potencialmente
formadoras de Z-DNA esta˜o presentes em abundaˆncia pro´ximos aos s´ıtios de in´ıcio da
transcric¸a˜o (TSS) por todo o genoma (Li et al., 2009). Diante deste panorama, este
trabalho sugere um fluxograma computacional que busca facilitar a ana´lise de regio˜es po-
tencialmente formadoras de Z-DNA, possibilitando a busca por padro˜es de distribuic¸a˜o e
correlac¸a˜o com TSSs ou outros motivos geˆnicos importantes.
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1.1 A alternaˆncia conformacional do DNA
Existem va´rias conformac¸o˜es descritas para a mole´cula do DNA que podem surgir em
determinadas circustaˆncias e ambientes aos quais a mole´cula possa vir a ser submetida.
Algumas dessas sa˜o raras ou transientes, como o C-DNA, que e´ uma estrutura que tende
a ocorrer em um ambiente de umidade mais baixa e na presenc¸a de ı´ons Li+ em excesso.
Essa estrutura foi descrita como simplesmente uma pequena variac¸a˜o estrutural da forma
B, devido a`s condic¸o˜es espec´ıficas do ambiente (Dam e Levitt, 2000). A forma A-DNA
foi uma das primeiras a serem descobertas, sua ocorreˆncia se da´ preferencialmente em
condic¸o˜es de desidratac¸a˜o, e sua caracter´ıstica estrutural mais marcante e´ a he´lice mais
curta e larga em relac¸a˜o a` conformac¸a˜o B; os pares de bases sa˜o mais inclinados e distantes
do eixo de rotac¸a˜o da he´lice e o per´ıodo da he´lice e´ ligeiramente maior que o da forma B
(11bp por rotac¸a˜o comparados a` 10-10,5bp da forma B) (Basham, Schroth e Ho, 1995).
Exemplos de conformac¸o˜es do DNA podem ser vistos na figura 1.
Figura 1: Diferentes Estruturas do DNA. A-DNA (a), he´lice mais curta (volta completa =
2,3A˚) e larga (diaˆmetro = 23A˚) em comparac¸a˜o a` forma canoˆnica B-DNA (b) que exibe uma
he´lice com altura de 3,32A˚, diaˆmetro de 20A˚ e per´ıodo menor. A forma Z-DNA (c), possui uma
he´lice cujo o giro e´ para esquerda e exibe um padra˜o de zig-zag no backbone da mole´cula, sua
altura e´ de 45,6A˚ e diaˆmetro 18A˚ (Wheeler, 2007a).
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1.1.1 Z-DNA
Conforme pode ser visto na figura 1, a estrutura do Z-DNA difere bastante da estru-
tura do B-DNA, os detalhes dessas diferenc¸as podem ser vistos na figura 2 abaixo.
Figura 2: Diferenc¸as conformacionais entre Z e B-DNA. Em (a) e (e) podemos ver como
as bases se alternam nas conformac¸o˜es anti e syn, (c) e (f) mostram as diferenc¸a entre essas
conformac¸o˜es com mais detalhes. As diferenc¸a nas he´lices podem claramente ser vistas em (b)
e (d), onde esta˜o evidenciadas as diferenc¸as entre os sulcos, o lado da rotac¸a˜o e o zig-zag da
forma Z (Rich, Nordheim e Wang, 1984, adaptado).
A diferenc¸a mais percept´ıvel entre Z e B-DNA e´ o giro da he´lice. Na mole´cula de Z-
DNA a rotac¸a˜o da he´lice e´ levo´gira, ou seja, o giro e´ para a esquerda enquanto que na forma
B a rotac¸a˜o e´ dextro´gira, para a direita. O backbone exibe um padra˜o de zig-zag ao longo
da mole´cula formando somente um sulco por per´ıodo, ao contra´rio dos dois sulcos, maior
e menor, da forma B (Fig.2 b e d). A conformac¸a˜o de bases nitrogenadas tambe´m difere,
essas conformac¸o˜es dizem respeito a` orientac¸a˜o da base nitrogenada das purinas em relac¸a˜o
a` pentose correspondente. Como na˜o ha´ nenhum impedimento este´rico, a base nitrogenada
pode girar ao redor da ligac¸a˜o glicos´ıdica, que liga a base a` pentose. Nas conformac¸o˜es
anti a base nitrogenada projeta-se de maneira a afastar-se da pentose, enquanto que na
conformac¸a˜o syn ocorre o giro em torno da ligac¸a˜o de maneira que seus a´tomos mante´m-se
pro´ximos a` pentose (Fig.2 c e f). No B-DNA, todos os nucleot´ıdeos esta˜o na conformac¸a˜o
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anti, enquanto que na forma Z ha´ a alternaˆncia entre anti e syn ao longo de toda a he´lice
(Fig.2 a e e), esta alternaˆncia modifica a maneira como os nucleot´ıdeos se empilham
formando enta˜o o padra˜o de zig-zag caracter´ıstico (Rich, Nordheim e Wang, 1984).
1.1.2 Supercoiling
A formac¸a˜o do Z-DNA e´ um processo f´ısico-qu´ımico complexo. A maior proximidade
dos grupos PO4 (fosfato) e a conformac¸a˜o syn das bases faz da conformac¸a˜o Z uma
estrutura de maior energia livre em comparac¸a˜o com a B (Rich e Zhang, 2003). Isso
indica que, para a transic¸a˜o de uma forma a outra, e´ necessa´rio haver um ganho de
energia. Um elemento importante, para esta formac¸a˜o, e´ o fenoˆmeno mecaˆnico conhecido
como supercoiling, que armazena energia potencial capaz de estabilizar a transic¸a˜o da
forma B para a Z.
Sabe-se que a mole´cula do DNA e´ extremamente longa e, para se acomodar no nu´cleo,
faz-se necessa´rio um processo de compactac¸a˜o que forma a cromatina. A dupla-he´lice
de DNA, associa-se quimicamente a prote´ınas chamadas histonas, cujo cara´ter alcalino,
oposto ao cara´ter a´cido do DNA, garante uma forte interac¸a˜o eletrosta´tica entre as duas
partes. A partir desta interac¸a˜o prima´ria, observa-se va´rios n´ıveis de compactac¸a˜o inter-
media´rios que culminam com a acomodac¸a˜o final na forma dos cromossomos, presente na
divisa˜o celular. A figura 3 mostra os diferentes n´ıveis de compactac¸a˜o da mo´lecula de
DNA. Definindo supercoiling por sua etimologia, e´ poss´ıvel perceber o panorama em que
ocorre no DNA. Coil pode ser traduzido como “bobina”, ou seja, um segmento de corda
ou fio enovelado em torno de um mesmo eixo de rotac¸a˜o, formando um segmento helicoidal
(QPPPPPPR). E´ poss´ıvel que este segmento, por sua vez, seja enovelado novamente em torno
de um segundo eixo, isto definiria um processo de superenovelamento, ou supercoiling.
Neste contexto, ao fazer uma analogia do DNA com um fio ja´ enovelado (formando a
dupla-he´lice), no processo de formac¸a˜o da cromatina temos a ocorreˆncia de supercoiling.
O supercoiling e´ importante na˜o so´ para a compactac¸a˜o do DNA, mas tambe´m para que
o processo de transcric¸a˜o seja facilitado.
Em um segmento retil´ıneo de DNA, com as extremidades livres e em condic¸o˜es fi-
siolo´gicas, a estrutura helicoidal e´ muito esta´vel, a probabilidade de abertura da dupla
he´lice, mesmo que somente entre pares de base individuais, e´ extremamente baixa (da
ordem de 10−5) (Lukashin et al., 1976). Para que a transic¸a˜o de um estado a outro do
par de bases (pareado para aberto) seja poss´ıvel, e´ necessa´ria a variac¸a˜o da energia livre
do segmento. Nestas condic¸o˜es, esta variac¸a˜o so´ ocorre com variac¸a˜o de temperatura.
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Figura 3: Nı´veis de compactac¸a˜o do DNA. De cima para baixo, observa-se o DNA em
sua forma nativa de dupla he´lice, a seguir, a interac¸a˜o da mole´cula com as histonas, formando
nucleossomos que se organizam em uma estrutura conhecida como “colar de contas”. Cada uma
das treˆs “contas” mostradas e´ um nucleossomo. Mediante a presenc¸a da histona H1, a estrutura
anterior se compacta ainda mais formando uma fibra de 30nm. As fases subsequentes, cada vez
mais compactadas, surgem mediante a` necessidade da divisa˜o celular. A compactac¸a˜o comec¸a
na fase da inte´rfase e culmina com o cromossomo totalmente compactado que pode ser observado
durante a meta´fase (Alberts et al., 2008).
Pore´m, em um segmento circular de DNA, como um plasmı´dio, ou em uma situac¸a˜o onde
ambas as extremidades da mole´cula estejam fixas, o panorama energe´tico da estrutura
na˜o depende somente da temperatura (Vologodskii et al., 1979). Como o sistema sempre
procura manter-se em equil´ıbrio, caso este equil´ıbrio seja perturbado, por exemplo, ao
adicionar mais uma volta ou tentar abrir a dupla-he´lice, sera´ necessa´rio para o sistema in-
troduzir uma mudanc¸a de conformac¸a˜o a fim de tentar restabeleceˆ-lo. Para descontar essa
perturbac¸a˜o, o sistema tende a introduzir voltas sobre si pro´prio modificando a macro-
estrutura do segmento. Assim, o que antes era um segmento circular, pode passar a ser
um segmento em forma de 8 (oito) ou cruciforme , dependendo do n´ıvel de perturbac¸a˜o.
Cada volta extra da macro-estrutura pode ser definida como um supercoil, e o tipo de
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perturbac¸a˜o determina qual o tipo de supercoil, se negativo ou positivo. Este processo e
definic¸o˜es podem ser vistos na figura 4.
Figura 4: Diferentes n´ıveis de supercoiling em um segmento circular de DNA. depen-
dendo do sentido da perturbac¸a˜o, representada pelas setas circulares, e´ gerado supercoiling nega-
tivo ou positivo (respectivamente). Os paraˆmetros twist e writhe representam respectivamente
a quantidade de voltas ale´m da quantidade basal (determinada pela estrutura da dupla-he´lice) e
a quantidade de voltas da macro-estrutura sobre si mesma, ou seja, o supercoiling propriamente
dito. Pode-se notar que quanto mais voltas ale´m da quantidade basal forem introduzidas, mais
retorcida ficara´ a estrutura (Wheeler, 2007b).
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Apesar do DNA em eucariotos na˜o estar na forma circular, a maneira como esta´
compactado faz com que as regio˜es onde ocorre transcric¸a˜o se comporte como segmentos
onde as duas extremidades esta˜o fixas. Sendo assim, o panorama energe´tico da estrutura
exibe um equil´ıbrio entre o supercoiling e a abertura da he´lice, na qual o relaxamento
do supercoiling e´ capaz de diminuir a energia livre necessa´ria para a abertura da dupla-
he´lice por meio das topoisomerases (Wang, 1974). A via oposta tambe´m ocorre, assim,
ha´ um aumento de supercoiling decorrente da abertura da dupla-he´lice para a passagem
da maquinaria de transcric¸a˜o. Um exemplo deste processo pode ser visto na figura 5.
A quantidade de energia livre presente na estrutura superenovelada e´ proporcional ao
quadrado da quantidade de supercoils presentes. No entanto, se no segmento principal,
uma porc¸a˜o da dupla-he´lice mudar a rotac¸a˜o da direita para a esquerda (o que ocorre na
transic¸a˜o de B para Z-DNA), esta energia livre pode tambe´m estabilizar este segmento
(da mesma maneira como facilita a abertura da he´lice) e consequentemente diminuir o
nu´mero de supercoils. Por este motivo, o processo de supercoiling e´ ta˜o importante para
a formac¸a˜o do Z-DNA (Nordheim e Rich, 1983).
Um paraˆmetro chamado densidade de supercoiling (σ) fornece informac¸a˜o sobre qua˜o
superenovelado esta´ o segmento de DNA. Este pode ser definido como a raza˜o entre
a variac¸a˜o da quantidade de voltas atualmente presentes no segmento e a quantidade






Onde ∆Lk e´ a variac¸a˜o (Lk − Lk0) do nu´mero de ligac¸a˜o (linking number) da he´lice em
relac¸a˜o ao equil´ıbrio. Esse nu´mero e´ dado por N
h0
que representa a raza˜o entre o nu´mero
de bases (N) e o nu´mero de bases por volta da he´lice (h0). A partir deste paraˆmetro
σ e´ poss´ıvel estimar por meio de ca´lculos termodinaˆmicos a quantidade de energia livre
necessa´ria para que ocorram as transic¸o˜es conformacionais da dupla he´lice, seja para a
abertura, seja para a transic¸a˜o de B para Z-DNA (Liu e Wang, 1987).
1.1.3 Importaˆncia biolo´gica do Z-DNA
Durante anos especulou-se sobre qual seriam as prova´veis func¸o˜es do Z-DNA nos or-
ganismos, a` medida que os estudos foram avanc¸ando, evideˆncias apontavam cada vez mais
para o fato de que a estrutura na˜o era simplesmente fruto de equil´ıbrio termodinaˆmico,
mas sim, que poderia ter algum papel ativo em eventos biolo´gicos. Os principais fatos
que contribu´ıram para tal hipo´tese foram a correlac¸a˜o da estrutura com a transcric¸a˜o, a
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Figura 5: Processos de supercoiling decorrente da passagem do aparato transcricio-
nal. Em (a) R representa o aparato transcricional completo, composto pela RNA polimerase, o
fragmento de mRNA nascente e as prote´ınas a este acopladas. O aparato move-se no sentido da
transcric¸a˜o, representado pela seta, e as barras negras nas extremidades representam as unidades
maiores de compactac¸a˜o da qual o fragmento faz parte. Em (b) o aparato e´ representado como
um divisor da dupla he´lice em duas partes distintas, estas partes sofrem tenso˜es torcionais de
sinais opostos (c) a` medida que a transcric¸a˜o avanc¸a. Supercoiling negativo ocorre a montante
do aparado, enquanto que a jusante, observa-se supercoiling positivo. (Liu e Wang, 1987)
antigenicidade (em oposic¸a˜o ao B-DNA que na˜o e´ antigeˆnico) em conjunto com a par-
ticipac¸a˜o em doenc¸as auto-imunes e por fim, a existeˆncia de prote´ınas com domı´nios de
ligac¸a˜o espec´ıfico (indicando importaˆncia em eventos evolutivos) (Rich e Zhang, 2003).
O primeiro estudo a correlacionar o Z-DNA com a transcric¸a˜o mostrou que ha´ formac¸a˜o
de Z-DNA apo´s a passagem do complexo da RNA polimerase como consequeˆncia do su-
percoiling negativo introduzido pela abertura da mesma (Liu e Wang, 1987), conforme
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discutido na sec¸a˜o anterior. Baseados nestes fatos, e aliados aos conhecimentos adquiri-
dos por diversos estudos conformacionais, pesquisadores puderam desenvolver ferramen-
tas computacionais capazes de prever o potencial de formac¸a˜o de Z-DNA de sequeˆncias
genoˆmicas. Treˆs softwares foram desenvolvidos: Z-hunt(Ho et al., 1986), Z-huntII (Sch-
roth, Chou e Ho, 1992) e Z-Catcher(Xiao, Dro¨ge e Li, 2008). Apesar de algoritmos bem
diferentes entre si, todos os programas usam uma abordagem similar, primeiro buscam
por sequeˆncias repetitivas, ricas em alternaˆncia de purinas e pirimidinas, requisitos estru-
turais para a formac¸a˜o de Z, e depois executam ca´lculos termodinaˆmicos para inferir se a
disposic¸a˜o dessas sequeˆncias favorece a formac¸a˜o da Z-DNA.
Com o avanc¸o das possibilidades de detecc¸a˜o e utilizando tais programas foi poss´ıvel
mapear regio˜es genoˆmicas inteiras e demonstrar que a disposic¸a˜o dessas sequeˆncias na˜o
se davam ao acaso, mas sim que havia uma certa prefereˆncia a`s proximidades dos TSSs,
fortalecendo as evideˆncias entre a correlac¸a˜o desta estrutura com o ambiente transcrici-
onal. A natureza antigeˆnica do Z-DNA tambe´m foi um fator importante que chamou
a atenc¸a˜o de pesquisadores. Inclusive, a utilizac¸a˜o de anticorpos monoclonais anti -Z
auxiliou nas pesquisas elucidando de forma experimental as evideˆncias puramente com-
putacionais ate´ enta˜o (Rich e Zhang, 2003). Descobriu-se por meio destes estudos que
nas regio˜es pro´ximas a promotores do gene c-MYC1, Z-DNA e´ formado durante a trans-
cric¸a˜o do gene e rapidamente revertido em B-DNA caso a transcric¸a˜o cesse (Wo¨lfl, Wittig
e Rich, 1995). Tambe´m emergiram hipo´teses sobre um poss´ıvel papel regulador desta
formac¸a˜o sobre a transcric¸a˜o, na qual a formac¸a˜o de Z-DNA poderia ser responsa´vel por
impedir a formac¸a˜o de nucleossomos, mantendo assim a estrutura suscept´ıvel a` ligac¸a˜o
de fatores de transcric¸a˜o e do aparato transcricional. Estes efeitos foram observados em
estudos com os genes do fator estimulador de coloˆnias I (CSF-I)2 (Liu et al., 2001). A
descoberta de prote´ınas como a ADAR1 (Desaminase de adenosina de RNA fita-dupla
1), que exibem domı´nios de ligac¸a˜o espec´ıficos ao Z-DNA, tambe´m ajudaram a elucidar
o papel biolo´gico da conformac¸a˜o Z. Estas prote´ınas tem o papel de ligar-se a segmen-
tos de pre-mRNA dupla-fita formados pelo pareamento de exons com introns. Uma vez
ligada, a enzima cataliza o processo de deaminac¸a˜o da adenosina, transformando-a em
inosina que, ao ser processada pelos ribossomos, e´ interpretada como guanina (Herbert
et al., 1995). Este processo demonstra um importante fator de variabilidade proteica, e
o domı´nio de ligac¸a˜o ao Z-DNA desta prote´ına pode indicar um mecanismo de guia para
genes transcricionalmente ativos que necessitam da edic¸a˜o em n´ıvel do pre-mRNA.
1gene supressor de tumor que codifica fatores de transcric¸a˜o que controlam o ciclo celular. A mutac¸a˜o
e consequentemente perda de func¸a˜o leva a um descontrole do ciclo celular e tumorigeˆnese.
2uma das citocinas que induzem a diferenciac¸a˜o de ce´lulas tronco hematopoie´ticas
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Apo´s a descoberta e caracterizac¸a˜o do motivo de ligac¸a˜o ao Z-DNA da prote´ına
ADAR1 (ZαADAR1), foi poss´ıvel caracterizar diversos outros motivos semelhantes em
prote´ınas tanto do genoma humano quanto de outros organismos, assim foram descober-
tas prote´ınas como a DLM1, encontrada em tecidos adjacentes a tumores e relacionada
a` resposta a interferons, e E3L, importante para garantir patogenicidade viral de certas
variedades dos vaccinia v´ırus (Silva, 2010). Ambas exibiam motivos muito semelhantes
ao ZαADAR1, sugerindo que fossem capazes de se ligar ao Z-DNA. Isto foi demonstrado
no estudo feito com E3L, em que alterac¸o˜es no motivo de ligac¸a˜o ao Z-DNA resulta
no enfraquecimento da forc¸a de ligac¸a˜o, causando a perda da capacidade de ligac¸a˜o aos
TSSs e consequentemente permitindo que o hospedeiro responda a` infecc¸a˜o, o que reduz
drasticamente a patogenicidade do v´ırus (Kim et al., 2003), mostrando mais uma vez a
importaˆncia biolo´gica do Z-DNA.
1.1.4 Me´todos Computacionais para Detecc¸a˜o de Z-DNA
Conforme ja´ discutido na sec¸a˜o 1.1.3, a criac¸a˜o de me´todos computacionais para a
detecc¸a˜o de sequeˆncias potencialmente formadoras de Z-DNA impulsionou va´rias desco-
bertas no campo. Tais me´todos se mostram bastante importantes para a triagem inicial
de sequeˆncias a se estudar, direcionando os dispendiosos experimentos biolo´gicos de ban-
cada. Z-Hunt (Ho et al., 1986) foi o primeiro me´todo a ser criado. O processo de detecc¸a˜o
e´ feito introduzindo partes da sequeˆncia de tamanhos fixos (16 a 24 nucleot´ıdeos), em
um plasmı´dio virtual de 4.263 pares de base sob condic¸o˜es padronizadas (em termos de
energia livre). Caso o fragmento na˜o apresente alternaˆncia de purinas e pirimidinas, ele
ja´ e´ descartado de in´ıcio, caso contra´rio a ana´lise continua. Neste plasmı´dio, e´ permitida
a transic¸a˜o de B para Z-DNA somente para o fragmento introduzido. Enta˜o, sob estas
condic¸o˜es controladas, e´ calculada a propensa˜o deste fragmento para formar Z-DNA con-
siderando as energias de transic¸a˜o de cada dinucleot´ıdeo (estimados em diversos estudos
anteriores) em func¸a˜o da densidade de supercoiling do plasmı´dio. A partir dos resultados
dos ca´lculos (soluc¸a˜o anal´ıtica de uma func¸a˜o), uma pontuac¸a˜o e´ dada ao fragmento, esta
pontuac¸a˜o, chamada Z-score3 e´ decorrente da comparac¸a˜o entre este fragmento e um con-
junto de fragmentos gerados aleatoriamente, portanto representa um certo nu´mero me´dio
de nucleot´ıdeos aleato´rios que devem ser buscados para se achar uma sequeˆncia com poten-
cial de formac¸a˜o de Z-DNA igual ou maior que o fragmento sendo analisado. A primeira
versa˜o do Z-Hunt foi inovadora, pore´m pouco pra´tica, visto que sua implementac¸a˜o em
FORTRAN permitia somente ana´lise de sequeˆncias de ate´ 1Mb. Posteriormente o algoritmo
3na˜o relacionado com o z-score da estat´ıstica tradicional
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foi atualizado gerando o programa Z-HuntII (Schroth, Chou e Ho, 1992), implementado
em C, que seguia basicamente o mesmo princ´ıpio de busca e pontuac¸a˜o.
O outro me´todo, chamado Z-Catcher (Xiao, Dro¨ge e Li, 2008), sera´ utilizado neste
trabalho, portanto o detalhamento do algoritmo encontra-se no cap´ıtulo 3. Em termos
gerais, o Z-Catcher difere-se do Z-Hunt por considerar a variabilidade na densidade de
supercoiling (σ) no contexto da ana´lise, tanto que σ e´ um dos paraˆmetros de entrada
do programa. A busca pelo pontencial formador de Z-DNA se da´ por meio de um ciclo
de ca´lculos que considera a energia de transic¸a˜o de cada dinucleot´ıdeo individualmente,
comparando o σ calculado ao σ introduzido pelo usua´rio, diferenciando-se do Z-Hunt
no ponto em que as sequeˆncias resultantes na˜o sa˜o expressas por meio de um modelo
probabil´ıstico.
O mais recente me´todo para detecc¸a˜o de Z-DNA, chamado SIBZ (Stress Induced
B-Z ) (Zhabinskaya e Benham, 2011) difere dos anteriores por ser o u´nico a considerar o
equil´ıbrio termodinaˆmico de toda a sequeˆncia ao inve´s de testar somente os dinucleot´ıdeos
individualmente. Assim, este me´todo e capaz de detectar a formac¸a˜o de Z-DNA levando
em considerac¸a˜o o contexto competitivo das transic¸o˜es B-Z, onde cada base pode estar
hora na conformac¸a˜o B, hora na conformac¸a˜o Z, sendo que cada transic¸a˜o modifica o perfil
de equil´ıbrio, afetando assim as transic¸o˜es subsequentes. Este panorama e´ o mais pro´ximo
do que ocorre de fato in vivo, o que tornaria este me´todo o mais pro´ximo das predic¸o˜es
experimentais. O me´todo so´ esta dispon´ıvel ao pu´blico atrave´s de uma interface web
(http://benham.genomecenter.ucdavis.edu) e devido a` impossibilidade de integrac¸a˜o
com as ferramentas aqui apresentadas, na˜o foi considerado neste trabalho.
1.2 ChIP-Seq - Imunoprecipitac¸a˜o da cromatina as-
sociada a` sequenciamento de alto desempenho
(HTS)
Devido a` natureza antigeˆnica do Z-DNA, o uso de anticorpos espec´ıficos tornou-se
uma ferramenta muito u´til na investigac¸a˜o e localizac¸a˜o dessas sequeˆncias em experi-
mentos biolo´gicos. Uma te´cnica muito promissora para esse tipo de investigac¸a˜o e´ o
ChIP-Seq (Chromatin Immunoprecipitation sequencing), que alia a especificidade dos an-
ticorpos com a resoluc¸a˜o do sequenciamento de alto desempenho. Essa te´cnica consiste na
utilizac¸a˜o de um anticorpo com especificidade contra uma determinada macromole´cula,
geralmente prote´ınas associadas ao DNA como fatores de transcric¸a˜o ou histonas. Para
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estudos sobre Z-DNA, o alvo seria o pro´prio DNA na conformac¸a˜o Z, visto que, con-
forme ja´ mencionado, esta apresenta antigenicidade. A princ´ıpio, o primeiro passo para
se realizar um experimento de ChIP e´ fazer o cross-linking, ou seja, tratar a ce´lula com
algum agente qu´ımico, tal como o formalde´ıdo, para que as ligac¸o˜es entre as prote´ınas
de interesse e o DNA se tornem covalentes. Apo´s essa ligac¸a˜o o DNA e´ fragmentado por
sonicac¸a˜o ou digesta˜o enzima´tica e os anticorpos sa˜o enta˜o adicionados ao sistema. Isso
fara´ com que seja formado um complexo anticorpo-prote´ına-DNA. Os anticorpos neces-
sitam dispor de algum mecanismo f´ısico que facilite a separac¸a˜o entre os fragmentos que
foram ligados a este, e o restante, na˜o ligados. Para isto, eles podem ser acoplados a
uma matriz fixa contendo anticorpos secunda´rios4, ou a beads magne´ticos de maneira que
a extrac¸a˜o seja poss´ıvel apo´s a centrifugac¸a˜o, este processo de separac¸a˜o e´ chamado de
imunoprecipitac¸a˜o.
Apo´s a imunoprecipitac¸a˜o, os anticorpos sa˜o lavados para reduzir a precipitac¸a˜o ines-
pec´ıfica e o cross-linking e´ revertido por meio de calor. Enzimas (proteinases) sa˜o intro-
duzidas na soluc¸a˜o para digerir prote´ınas e o que resta e´ o DNA de interesse, ou seja, os
fragmentos de DNA que estavam em interac¸a˜o com as prote´ınas ou que estavam na forma
Z. Esse material enta˜o pode ser submetido a alguma das te´cnicas de sequenciamento de
alto desempenho ou a algum outro me´todo de detecc¸a˜o. A figura 6 demonstra de maneira
geral o fluxograma de um experimento de ChIP.
Empregando o sequenciamento de alto desempenho apo´s o experimento de ChIP e´
poss´ıvel acessar de fato qual a sequeˆncia de bases de cada fragmento obtido, facilitando
assim as ana´lises subsequentes relativas a` localizac¸a˜o e descric¸a˜o de tais fragmentos. Os
me´todos de sequenciamento de alto desempenho diferem do me´todo de sequenciamento
tradicional Sanger principalmente por minimizarem as etapas de preparac¸a˜o da amostra
a ser sequenciada e por terem um resultado que gera milho˜es de fragmentos de sequeˆncia
se comparados a`s centenas produzidas pelo me´todo Sanger. A relac¸a˜o custo/benef´ıcio
portanto e´ muito maior se levarmos em considerac¸a˜o os me´todos de alto desempenho.
A figura 7 demonstra as principais diferenc¸as entre os dois me´todos, ressaltando que
apesar das diferenc¸as operacionais entre as diversas tecnologias de sequenciamento de alto
desempenho dispon´ıveis, o fluxo de trabalho, de uma maneira geral, e´ muito semelhante.
4anticorpos que se ligam a outros anticorpos. Neste caso utilizam-se anticorpos espec´ıficos contra o
alvo e anticorpos secunda´rios, associados a` algum me´todo f´ısico, que se ligam aos primeiros facilitando a
extrac¸a˜o.
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Figura 6: Fluxograma gene´rico de um experimento de ChIP. Quando o fluxo culmina
com sequenciamento de alto desempenho, chamamos o experimento de ChIP-Seq (Collas, 2010,
adaptado).
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Fragmentação do DNA Fragmentação do DNA
Clonagem in vivo e amplificação Ligação de adaptadores in vitro
Sequenciamento em ciclos Geração de conjuntos de polônias
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Qual a base 1? Qual a base 2? Qual a base 3?
Figura 7: Diferenc¸as essenciais entre sequenciamento Sanger e sequenciamento de
alto desempenho. Em (a) podemos perceber que apo´s a fragmentac¸a˜o do DNA a amostra
deve passar por um laborioso processo de clonagem in vivo um vetor de clonagem, neste caso
um vetor plasmidial. A partir de cada coloˆnia, o DNA plasmidial e´ purificado e o processo
de sequenciamento iniciado, ocorrendo em ciclos onde sa˜o adicionados nucleot´ıdeos modificados
marcados com sondas fluorescentes (ddNTPs) que interrompem a reac¸a˜o de polimerizac¸a˜o. Estas
interrupc¸o˜es geram diversos fragmentos de tamanhos progressivos, cuja separac¸a˜o e leitura sa˜o
feitos atrave´s do processo de eletroforese capilar. Durante a eletroforese, o ddNTP de cada
fragmento e´ excitado por um laser e a fluoresceˆncia e´ lida por um sensor capaz de interpretar
as quatro cores diferentes (variac¸a˜o no comprimento de onda da fluoresceˆncia) das sondas, ao
final sa˜o gerados os gra´ficos mostrados, chamados eletroferogramas. Ja´ em (b) podemos
perceber que as etapas de clonagem e amplificac¸a˜o na˜o sa˜o mais necessa´rias, pois a ligac¸a˜o
de adaptadores a` amostra permite que essa amplificac¸a˜o seja feita ja´ no pro´prio sequenciador.
Essa amplificac¸a˜o gera clusters de amostras iguais chamadas de PCR colonies ou polonies. Em
cada placa, milho˜es de polonies sa˜o formadas, o que permite que a cada ciclo de extensa˜o seja
poss´ıvel detectar qual base foi anexada a va´rias sequeˆncias de uma vez. Para cada ciclo e´ obtida
uma imagem fotogra´fica que registra a fluoresceˆncia da base adicionada, sendo estas processadas
posteriormente para revelar as sequeˆncias finais (Shendure e Ji, 2008).
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1.3 Pesquisas com Z-DNA no laborato´rio de Imuno-
logia Molecular
O laborato´rio de Imunologia Molecular da Universidade de Bras´ılia tem como grande
a´rea de interesse o estudo de anticorpos que se ligam a a´cidos nucleicos. Tais pesquisas
teˆm nota´vel importaˆncia na elucidac¸a˜o de componentes que contribuem para os quadros
de doenc¸as auto-imunes. Desde de 1994, o laboto´rio vem trabalhando com anticorpos
anti-Z-DNA como modelo de interac¸a˜o DNA-prote´ına, sendo que grande parte desse tra-
balho focou na caracterizac¸a˜o do anticorpo Z22 (Andrade, 1997; Andrade et al., 2000;
Maranha˜o e Br´ıgido, 2000) que inclusive tornou-se modelo para caracterizar novas formas
de anticorpos (Andrade et al., 2005). Atualmente o grupo tem voltado a atenc¸a˜o para
o papel do Z-DNA no controle da expressa˜o geˆnica, o trabalho mais recente estabeleceu
uma te´cnica de ChIP para isolamento de sequeˆncias em Z-DNA sem a necessidade de
tratamento pre´vio (cross-linking). Os resultados mostraram que e´ poss´ıvel isolar regio˜es
em Z-DNA e corroborar previso˜es feitas por experimentos in silico (Silva, 2010).
O presente trabalho pretende colaborar com os resultados anteriores do grupo de
maneira a fornecer uma ferramenta que aliada a`s te´cnicas de isolamento de Z-DNA e
engenharia de anticorpos possa contribuir para comprovac¸a˜o e utilizac¸a˜o do Z-DNA como
poss´ıvel regulador da expressa˜o geˆnica. Por este motivo, para os testes do estudo de caso,
foi escolhido o cromossomo 14 humano, pois neste esta´ localizado o locus da cadeia pesada
da imunoglobulina (IgH), que abriga os genes que codificam a maior subunidade pept´ıdica




Os me´todos computacionais para ana´lise de Z-DNA dispon´ıveis atualmente na˜o pro-
veem uma grande capacidade anal´ıtica. Tais ferramentas geram resultados que necessitam
de muito trabalho de po´s-processamento para gerar dados interpreta´veis, essa carga de
trabalho pode ser facilmente diminu´ıda com a automatizac¸a˜o de parte dessas ana´lises.
2.2 Objetivo Geral
• Criar um novo fluxo integrado de detecc¸a˜o e ana´lise de regio˜es potencialmente for-
madoras de Z-DNA em genomas utilizando o ambiente estat´ıstico R e pacotes do
Bioconductor
2.3 Objetivos Espec´ıficos
• Possibilitar mapeamento de regio˜es potencialmente formadoras de Z-DNA no ge-
noma de interesse.
• Caracterizar a distribuic¸a˜o de tais regio˜es em termos de localizac¸a˜o e proximidade
do TSS em exons, introns e junc¸o˜es de splicing.
• Analisar a correlac¸a˜o das potenciais localizac¸o˜es de Z-DNA com ocupac¸a˜o da RNA
polimerase ou outros dados de ChIP-Seq.
• Fazer um estudo de caso no cromossomo 14 do genoma humano.
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3 Materiais e Me´todos
3.1 Descric¸a˜o dos Equipamentos
As ana´lises descritas neste trabalho foram realizadas em duas ma´quinas distintas.
Para a maioria das ana´lises, que na˜o necessitavam de capacidade computacional elevada,
foi utilizado um desktop simples com processador Intel Core 2 Quad Q6600 de 2.4GHz,
4GB de memo´ria RAM (DDR2-800MHz), disco r´ıgido de 500GB (7200RPM, SATA-II) e
sistema operacional Windows 7 Ultimate 64bits.
Para as ana´lises que demandam maior capacidade computacional, ou para utilizac¸a˜o
de softwares dispon´ıveis somente em ambiente UNIX, foi utilizado um servidor Linux com
sistema operacional Ubuntu Server 10.10, 8 processadores Intel(R) Xeon(R) CPU E5506
de 2.13GHz, 22GB de memo´ria RAM e disco r´ıgido de 300GB (7200RPM, SATA-II).
3.2 Fluxograma Anal´ıtico
Para possibilitar a ana´lise de correlac¸a˜o entre as regio˜es potencialmente formadoras
de Z-DNA (ZDRs) e elementos do genoma, um fluxograma de bioinforma´tica foi desenvol-
vido utilizando o ambiente estat´ıstico R e pacotes de ana´lise do projeto Bioconductor. Os
passos desse fluxograma, de um maneira geral, podem ser vistos na figura 8. Inicialmente,
ocorre a previsa˜o das ZDRs em toda a sequeˆncia de entrada utilizando uma versa˜o ligei-
ramente modificada do programa Z-Catcher (Xiao, Dro¨ge e Li, 2008). As modificac¸o˜es
sa˜o simplesmente para possibilitar a integrac¸a˜o do programa, escrito na linguagem Perl,
ao ambiente R. Essas ZDRs tem enta˜o a sua localizac¸a˜o confrontada com a localizac¸a˜o dos
s´ıtios de in´ıcio da transcric¸a˜o dos genes, cujas anotac¸o˜es podem ser criadas pelo usua´rio ou
retiradas de bancos de dados. No estudo de caso, as anotac¸o˜es foram retiradas do banco
de dados ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) (Rosenbloom et al., 2010), que faz
parte do projeto genome browser da universidade da California Santa Cruz (Fujita et al.,
2010).
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Para contextualizar as ZDRs em relac¸a˜o aos modelos geˆnicos, e´ possivel analisar a
distribuic¸a˜o destas em termos de elementos geˆnicos tais como exons, introns e junc¸o˜es
de splicing, assim como posicionar as ZDRs em relac¸a˜o aos TSSs analisados, assim elas
podem ser classificadas como estando a` montante (upstream), a` jusante (downstream) ou
no interior (inside) dos transcritos.
Tambe´m e´ poss´ıvel fazer a ana´lise de correlac¸a˜o das ZDRs com dados de ChIP-Seq.
Estes dados geralmente consistem em milho˜es de reads geradas por sequenciadores de
alto desempenho como IlluminaR© ou 454R©. Tais reads sa˜o alinhadas contra sequeˆncias de
refereˆncia por meio do software de alinhamento Bowtie (Langmead et al., 2009). Apo´s to-
dos os devidos pre´-processamentos, os dados sa˜o convertidos e condensados em estruturas
espec´ıficas para que possam ter suas ana´lises de correlac¸a˜o realizadas dentro do ambiente
estat´ıstico R, tais estruturas sa˜o disponibilizadas pelos pacotes de bioinforma´tica do pro-
jeto Bioconductor (Bioconductor, 2011) e sera˜o delhadas nas sec¸o˜es a seguir. Os gra´ficos
referentes a`s ana´lises foram gerados no R utilizando-se o pacote gra´fico ggplot2 (Wickham,
2011).
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Figura 8: Representac¸a˜o esquema´tica do fluxograma de ana´lise. A partir da sequeˆncia de
entrada em formato fasta pode-se derivar uma se´rie de ana´lises cruzando informac¸o˜es entre as
ZDRs preditas pelo Z-Catcher com informac¸o˜es inseridas pelo usua´rio como anotac¸o˜es geˆnicas
ou reads de sequenciamento de alto de desempenho (HTS - High Throughput Sequencing). As
caixas retangulares representam processos, as caixas com a parte inferior curvada representam
dados (em formato de texto ou formatos espec´ıficos) e os cilindros representam informac¸a˜o
retirada de banco de dados. Em (a), ana´lise das distaˆncias relativas aos TSS; (b), ana´lise de
ocupac¸a˜o diferencial da RNA polimerase e (c) ana´lise das distribuic¸a˜o de ZDRs em relac¸a˜o a
elementos funcionais do genoma.
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3.3 Dados de Refereˆncia (estudo de caso)
3.3.1 hg19 - Genoma Humano
O genoma de refereˆncia utilizado neste trabalho foi obtido diretamente do servidor
FTP do NCBI (Genome Reference Consortium, 2011), sendo que somente o cromossomo
14 foi utilizado no estudo de caso para testar a metodologia. A versa˜o utilizada foi a
u´ltima versa˜o base lanc¸ada ate´ o momento, chamada de hg19/GRCh37.
3.3.2 Anotac¸a˜o de Elementos Funcionais do Genoma
Para obter as anotac¸o˜es sobre posicionamento dos elementos geˆnicos, foi utilizada
a base de dados ENCODE. Os dados foram obtidos diretamente do site da UCSC,
especificamente na sec¸a˜o Table Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables?
command=start), onde e´ poss´ıvel obter todos os dados do genome browser dispon´ıveis no
site. A figura 9 mostra uma captura de tela com os paraˆmetros utilizados para obter o
banco, enquanto a figura 10 mostra a captura de tela de uma tabela exemplificando quais
os dados presentes no ENCODE.
Figura 9: Captura de tela mostrando os paraˆmetros para obter o banco de dados
de elementos funcionais. A versa˜o V7 e´ a mais recente. Configurando outros paraˆmetros, e´
possivel filtrar a tabela para que a sa´ıda mostre somente dados de interesse.
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Figura 10: Esquema detalhado da sa´ıda do banco de dados do ENCODE no UCSC. O
arquivo de sa´ıda e´ um arquivo texto simples (plain text) cujas colunas esta˜o listadas no campo
field . O arquivo possui 86.046 linhas, cada uma correpondendo a um transcrito diferente. Os
dados que compo˜em cada linha sa˜o mostrados no campo example .O campo SQL type mostra
como os dados sa˜o armazenados no banco de dados do UCSC, info mostra alguns detalhes do
arquivo diretamente no site e description mostra uma breve descric¸a˜o de cada coluna.
3.3.3 Ocupac¸a˜o da RNA polimerase a partir de reads do SRA
As reads de ChIP-Seq utilizadas foram escolhidas apo´s uma extensa busca nos ar-
quivos do SRA (Sequence Read Archive) do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (Leinonen, Sugawara e Shumway, 2011). O objetivo era selecionar um con-
junto de reads referente a`s regio˜es de ocupac¸a˜o da RNA Polimerase que tivesse sido isolado
de ce´lulas MCF7. Essa caracter´ıstica era importante pois tal linhagem celular ja´ havia
sido utilizada em estudos anteriores sobre Z-DNA conduzidos no Laborato´rio de Imu-
nologia Molecular (Silva, 2010) e a descoberta de novas informac¸o˜es contribuiria para o
desenvolvimento de trabalhos futuros.
No banco SRA, havia somente um estudo (accession number: GSE23701) que apre-
sentava as condic¸o˜es especificadas acima. Nesse estudo foi realizada uma investigac¸a˜o
acerca de quais paraˆmetros podem influenciar a selec¸a˜o de s´ıtios de ligac¸a˜o dos fatores
de transcric¸a˜o ao DNA. Para tal, os autores utilizaram o receptor de hormoˆnio nuclear,
ER-α (receptor de estrogeˆnio), como modelo. Utilizando as te´cnicas de ChIP-Seq, com
as sequeˆncias de fragmentos de DNA identificados pelo sequenciador de alto desempenho
IlluminaR©, todos os s´ıtios de ligac¸a˜o ao DNA deste fator foram mapeados, bem como as
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marcas de cromatina e ocupac¸a˜o da polimerase1. Sucedeu-se enta˜o uma ana´lise de cor-
relac¸o˜es entre esses s´ıtios e as regio˜es selecionadas tanto em situac¸o˜es de induc¸a˜o como
de na˜o-induc¸a˜o do fator pelo seu ligante, o estradiol (Joseph et al., 2010). Para o estudo
de caso do presente trabalho, foram utilizadas as reads referentes a` ocupac¸a˜o da RNA
polimerase nas duas situac¸o˜es testadas: (i) induzida, com a estimulac¸a˜o por estradiol e
(ii) na˜o induzida, sem estimulac¸a˜o. 2
3.4 Softwares
3.4.1 Z-Catcher
Para se fazer a predic¸a˜o de sequeˆncias potencialmente formadoras de Z-DNA (ZDRs)
foi utilizado o programa Z-Catcher (Xiao, Dro¨ge e Li, 2008). O programa e´ implementado
na linguagem Perl e utilizado via linha de comando. Sua organizac¸a˜o consiste de scripts
cujas implementac¸o˜es exibem duas maneiras distintas de funcionamento, uma espec´ıfica
para sequeˆncias de cromossomos ou sequeˆncias muito longas e outra gene´rica para outros
tipos de sequeˆncias menores. Por se tratar de uma se´rie de scripts, o Z-Catcher pode
ser utilizado em qualquer sistema operacional, desde que os interpretadores Perl estejam
instalados. O fluxograma de funcionamento deste programa pode ser visto na figura 11.
Basicamente, o programa procura, na sequeˆncia fornecida pelo usua´rio, por regio˜es
cuja estrutura denota que a energia livre liberada (∆G) em um processo de relaxamento
da dupla he´lice seria o suficiente para estabilizar a transic¸a˜o de B para Z-DNA. Primeiro,
analisa-se a sequeˆncia de entrada para verificar se esta possui um perfil de alternaˆncia
entre purinas e pirimidinas, visto que este e´ um dos requisitos para formac¸a˜o de Z-DNA.
Se confirmado, enta˜o a sequeˆncia e´ percorrida em janelas de 12 nucleot´ıdeos que sa˜o
analisados de dois em dois (dinucleot´ıdeos). Essa ana´lise e´ feita assimilando um perfil Anti-
Syn ou Syn-Anti para cada dinucleot´ıdeo e enta˜o calculando o ∆G para sua estabilizac¸a˜o,
a soma dos ∆G de todos os dinucleot´ıdeos e´ a energia necessa´ria para estabilizar o processo
de transic¸a˜o do fragmento. A partir desta energia, o valor de σ e´ estimado e confrontado
com um valor fornecido pelo usua´rio (σ0), se o valor calculado for inferior ao fornecido (σ <
σ0) isso indica que esta sequeˆncia na˜o exibe potencial formador de Z-DNA neste contexto
de densidade de supercoiling, a sequeˆncia enta˜o e´ descartada e a ana´lise recomec¸a com os
1s´ıtios do DNA onde ha´ interac¸a˜o entre o a´cido nucleico e histonas ou onde a RNA polimerase se
acopla para iniciar o processo de transcric¸a˜o
2A escolha do sistema estradiol-ER-α foi meramente devido a` disponibilidade do estudo no SRA. Para
a utilizac¸a˜o neste trabalho, quaisquer outros sistemas de induc¸a˜o-repressa˜o teriam igual valia.
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Figura 11: Fluxograma do software Z-Catcher. As janelas de 12 nucleot´ıdeos sa˜o avaliadas
em busca de perfis de alternaˆncia purina-pirimidina para assimilac¸a˜o de caracter´ısticas anti-
syn ou syn-anti (AS) e posteriores testes termodinaˆmicos que calculam a energia livre (∆G)
gerando valores de densidade de supercoiling (σ) a serem comparados com os limites atribu´ıdos
pelo usua´rio (σ0) (Xiao, Dro¨ge e Li, 2008).
pro´ximos 12 nucleot´ıdeos, caso σ ≥ σ0 a sequeˆncia e´ extendida por mais 12 nucleot´ıdeos e
o ca´lculo e´ repetido para estes. Esse processo se repete enquanto se sustentar a condic¸a˜o
σ ≥ σ0. No momento em quem esta tornar-se falsa, dinucleot´ıdeos do final deste fragmento
va˜o sendo retirados e o ca´lculo refeito ate´ que a condic¸a˜o volte a ser verdadeira, neste
momento tenta-se adicionar um u´nico nucleot´ıdeo no final e caso a condic¸a˜o ainda se
sustente este fragmento em sua totalidade e´ anotado como potencialmente formador de
Z-DNA. Caso o u´ltimo nucleot´ıdeo invalide a condic¸a˜o σ ≥ σ0, ele e´ retirado e o fragmento
anotado.
As implementac¸o˜es possuem variantes que dependem do valor de supercoiling a ser
utilizado, a versa˜o lowerenergy e´ designada especificamente para σ = -0.065, -0.060,
-0.055, -0.050, -0.045, -0.040 ou -0.035. Para outros valores (σ ≤ −0.07) devera´ ser
utilizada a versa˜o padra˜o. A inserc¸a˜o dos paraˆmetros no programa e´ interativa e estes va˜o
sendo solicitados ao usua´rio um por vez, devendo ser informados: o limite de supercoiling
negativo, o cromossomo (somente no script espec´ıfico para cromossomos), o caminho para
o arquivo fasta a ser analisado e finalmente o nome do arquivo de sa´ıda que contera´ os
resultados.
Este fluxo interativo, apesar de dida´tico, se mostra inconveniente caso haja a neces-
sidade de integrar o Z-Catcher a uma sequeˆncia de programas, pois desta maneira na˜o e´
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poss´ıvel executa´-lo com somente um comando ja´ especificando todos os paraˆmetros de uma
so´ vez, diretamente na linha de comando. Para facilitar a dinaˆmica e a integrac¸a˜o com
o R, essa caracter´ıstica foi ligeiramente modificada. Utilizando o mo´dulo Getopt::Std
da biblioteca padra˜o da linguagem Perl, os scripts foram alterados para possibilitar a
execuc¸a˜o a partir de apenas um comando.
3.4.2 R e Bioconductor
R (R Development Core Team, 2011) e´ um sistema de co´digo livre voltado para ana´lises
estat´ısticas e confecc¸a˜o de gra´ficos amplamente utilizado no ambiente cient´ıfico. Este
proveˆ um rico ambiente interativo, manipula´vel por meio da inserc¸a˜o de comandos em
uma linha de comando, e uma linguagem de programac¸a˜o, que permite a criac¸a˜o de
scripts e programas mais complexos. O sistema tem suas funcionalidades extens´ıveis
por meio de um sistema de pacotes, no qual usua´rios podem criar me´todos de ana´lises
ou procedimentos computacionais para fins espec´ıficos, que ao serem consolidados em
pacotes podem ser disponibilizados para outros usua´rios. Sendo assim, uma gama desses
pacotes, para as mais variadas aplicac¸o˜es, ja´ esta˜o inclusos na versa˜o base do sistema,
pacotes mais espec´ıficos podem ser instalados a partir de reposito´rios oficiais distribu´ıdos
em servidores ao redor do mundo ou em reposito´rios de propriedade dos desenvolvedores.
Suas amplas aplicac¸o˜es incluem ana´lises matema´ticas e financeiras, estudo de topografias,
dentre outros. Neste trabalho foi utilizada a versa˜o de nu´mero 2.14.2. deste software.
Para ana´lises biolo´gicas, ale´m dos pacotes ja´ inclusos na versa˜o base, existe um projeto
chamado Bioconductor que agrega inu´meros pacotes adicionais ao R. Tais pacotes, que
estendem as funcionalidades dos pacotes originais, sa˜o espec´ıficos para ana´lises de dados
biolo´gicos que, em sua maioria, abrangem o campo da Bioinforma´tica (Bioconductor,
2011). Os softwares, listados a seguir juntamente com suas verso˜es, foram amplamente
utilizados nas ana´lises conduzidas neste trabalho.
3.4.2.1 IRanges (1.12.6 - Bioconductor)
Pacote para manipulac¸a˜o de intervalos, dispo˜e de uma se´rie de me´todos e estrutu-
ras de dados voltadas para organizac¸a˜o e armazenamento de sequeˆncias que possam ser
representadas via intervalos nume´ricos (Pages, Aboyoun e Lawrence, 2011).
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3.4.2.2 GenomicRanges (1.6.7 - Bioconductor)
Especializac¸a˜o do pacote IRanges voltado especificamente para manipulac¸a˜o e repre-
sentac¸a˜o de intervalos genoˆmicos. Estruturas mais especializadas permitem o eficiente
armazenamento de sequeˆncias provenientes de sequenciamento de alto desempenho ou
alinhamentos contra genomas de refereˆncia (Aboyoun, Pages e Lawrence, 2011).
3.4.2.3 ChIPpeakAnno (2.2.0 - Bioconductor)
Pacote voltado para anotac¸a˜o3 de picos4 indentificados por experimentos de ChIP-
seq ou experimentos que gerem grande quantidade de dados no formato de intervalos
genoˆmicos, como e´ o caso das ZDRs, anotadas por este pacote em relac¸a˜o aos transcritos
de modelos geˆnicos (Zhu et al., 2011).
3.4.2.4 GenomicFeatures (1.6.8 - Bioconductor)
Este pacote proveˆ uma estrutura de dados chamada TranscriptDB que trata-se de
um container para um banco de dados local do tipo SQLite e permite o armazenamento
de anotac¸o˜es genoˆmicas de maneira eficiente. Estas anotac¸a˜oes podem, opcionalmente,
ser obtidas diretamente das bases de dados da UCSC ou do BioMart (Haider et al., 2009)
ou criadas pelo usua´rio. Me´todos de manipulac¸a˜o possibilitam a extrac¸a˜o de elementos
geˆnicos tais como exons e introns em formatos convenientes para integrac¸a˜o com outros
pacotes do Bioconductor (Carlson et al., 2011).
3.4.2.5 RSQLite (0.11.1 - Bioconductor)
Interface que integra o gerenciador do sistema de banco de dados SQLite ao R per-
mitindo que comunicac¸a˜o entre os pacotes do ambiente esta´tistico e o sistema de banco
de dados. Atrave´s desta interface, o pacote GenomicFeatures e´ capaz de interagir com
a estrutura interna de seu formato TranscriptDB, adicionando, removendo ou lendo da-
dos (James, 2011).
3anotac¸a˜o no contexto de bioinforma´tica e´ o processo de correlacionar uma sequeˆncia desconhecida,
oriunda de algum experimento de sequenciamento ou similiar, com sua func¸a˜o/posicionamento no DNA
de origem.
4regio˜es que, em um experimento de ChIP-seq, concentram grande quantidade de sequeˆncias identifi-
cadas, sugerindo uma regia˜o onde ha´ interac¸a˜o entre a mole´cula investigada e o DNA.
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3.4.2.6 Rsamtools (1.6.3 - Bioconductor)
Este pacote adiciona ao R a possibilidade de importar arquivos no formato BAM, geral-
mente oriundos de softwares externos de alinhamento, com opc¸o˜es de filtragem de dados e
conversa˜o de formatos. Por interme´dio dele as reads advindas do Bowtie sa˜o importadas
para o R (Morgan e Page`s, 2010).
3.4.2.7 BayesPeak (1.6.0 - Bioconductor)
Proveˆ me´todos estat´ısticos que realizam uma filtragem conhecida como peak-calling
em dados de experimentos de ChIP-seq. Esta filtragem, comum a qualquer ana´lise de
dados oriundos desse tipo de experimento, consiste basicamente em contar o nu´mero de
hits5 por intervalo genoˆmico para que seja poss´ıvel identificar as a´reas de enriquecimento6
e consequentemente filtrar o ru´ıdo de fundo do experimento, ou seja, aquelas reads se-
quenciadas referentes a artefatos e impurezas, tais como fragmentos que, por limitac¸o˜es
da te´cnica, continuaram presentes na amostra mesmo na˜o tendo sido ligados aos anticor-
pos (Spyrou et al., 2009; Cairns et al., 2011).
3.4.2.8 DESeq (1.6.1 - Bioconductor)
Detecta expressa˜o diferencial de genes. Utilizado em experimentos que geram grande
quantidade de dados de sequenciamento, tais como RNA-Seq e ChIP-Seq, cujas amostras
esta˜o divididas por meio de tratamentos ou condic¸o˜es diferenciadas. A ana´lise de expressa˜o
diferencial quantifica as reads reportadas para cada grupo de amostra e utiliza-as em
testes estat´ısticos, baseados na distribuic¸a˜o binomial negativa, que apontam se um gene
esta´ mais ou menos expresso em uma condic¸a˜o que em outra (Anders e Huber, 2010).
3.4.2.9 multicore (0.1-8 - R)
Pacote que proveˆ ao R maneiras de executar ca´lculos em paralelo em ma´quinas com
mu´ltiplos processadores (ou cores) melhorando a velocidade de ana´lises mais pesadas
computacionalmente (Urbanek, 2011).
5sequeˆncias oriundas de experimentos de sequenciamento que foram alinhadas com sucesso a alguma
regia˜o do genoma de refereˆncia.
6regio˜es com clara concentrac¸a˜o de hits em comparac¸a˜o a`s regio˜es adjacentes, podem indicar atividade
transcricional ou locais de interac¸a˜o com o DNA, dependendo do tipo de experimento.
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3.4.2.10 ggplot2 (0.9.0 - R)
Pacote para gerac¸a˜o de gra´ficos baseado em um sistema chamado grammar of graphics.
Esse sistema gera gra´ficos altamente personaliza´veis baseados em camadas que se so-
brepo˜em umas sobre a outras criando a figura final. Cada camada e´ personaliza´vel por si
so´, o que permite a criac¸a˜o de gra´ficos complexos, de boa apareˆncia e com alta capacidade
informativa (Wickham, 2011).
3.4.3 Softwares Auxiliares
3.4.3.1 RStudio (0.95.263 - Windows)
IDE 7 que disponibiliza uma interface gra´fica que organiza e aumenta a eficieˆncia da
utilizac¸a˜o do R. Proveˆ facilidades para edic¸a˜o de dados, instalac¸a˜o de pacotes e gerencia-
mento de arquivos. Dispon´ıvel em http://rstudio.org
3.4.3.2 bowtie (0.12.7 - Linux)
Software de alinhamento mu´ltiplo de sequeˆncias oriundas de plataformas de sequen-
ciamento de alto-desempenho. Alinha sequeˆncias curtas, de ate´ 35bp, contra genomas
de refereˆncia. Emprega um algoritmo de compressa˜o de dados conhecido como transfor-
mada Burrows-Wheeler que comprime os genomas de refereˆncia em um ı´ndice busca´vel,
diminuindo a carga de memo´ria utilizada no processo de alinhamento, mantendo a busca
ra´pida e eficiente (Langmead et al., 2009).
3.4.3.3 samtools (0.1.16 - Linux)
Conjunto de ferramentas para manipulac¸a˜o de arquivos de alinhamento no formato
SAM/BAM. Possibilita operac¸o˜es ba´sicas tais como combinar arquivos, indexa´-los para
otimizar a busca e ordena´-los para facilitar a extrac¸a˜o de informac¸a˜o (Handsaker et al.,
2009). Sua utilizac¸a˜o no arquivo de sa´ıda do bowtie permite a conversa˜o de SAM para
BAM, sua versa˜o bina´ria, para que possa ser importado para o R pelo pacote rsamtools.
7Integrated Development Environment - ambiente de desenvolvimento integrado, ferramentas que fa-
cilitam o desenvolvimento de softwares, fornecendo ferramentas importantes para aumentar a eficieˆncia
de utilizac¸a˜o das linguagens de programac¸a˜o.
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3.4.3.4 SRA toolkit (2.1.2 0 - Linux)
Grupo de ferramentas para manipulac¸a˜o de arquivos do SRA (Leinonen, Sugawara e
Shumway, 2011) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?cmd=show&f=
software&m=software&s=software). Dados disponibilizados na base de dados do SRA
esta˜o comprimidos em um formato de arquivos espec´ıfico chamado sra. Estes podem ser




4.1 Fluxograma do Estudo de Caso
Para implementar o fluxograma mostrado na figura 8, foi feito um estudo de caso
utilizando o cromossomo 14 como ambiente genoˆmico de refereˆncia para a busca e ana´lise
das ZDRs. As modificac¸o˜es ao fluxograma, especificamente para aplica´-lo ao cromossomo
14, podem ser vistas na figura 12. A previsa˜o das ZDRs foi feita utilizando a sequeˆncia
genoˆmica do cromossomo 14 como entrada e a partir deste ponto as ana´lises subsequentes
foram realizadas. Conforme ja´ especificado, as anotac¸o˜es de modelos geˆnicos foram reti-
radas do ENCODE e as reads de ChIP-seq do reposito´rio SRA. Nas sec¸o˜es seguintes sera˜o
mostrados os resultados de cada ana´lise do fluxograma juntamente com o detalhamento
dos procedimentos anal´ıticos.
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Figura 12: Representac¸a˜o esquema´tica do fluxograma de ana´lise aplicado ao cromos-
somo 14. Caixas destacadas e com estrelas representam as entradas espec´ıficas para o estudo
de caso. No centro, o arquivo fasta com a sequeˆncia genoˆmica do cromossomo 14: a entrada
principal para o Z-Catcher e o contexto onde ocorrera˜o as ana´lises. A` esquerda, as reads do SRA
referentes a`s amostras de ChIP-seq de ocupac¸a˜o da RNA polimerase, e a` direita, o ENCODE




4.2.1.1 Integrac¸a˜o com Z-Catcher e obtenc¸a˜o de ZDRs
Uma vez que os scripts do Z-Catcher foram adaptados para possibilitarem a chamada
com todos os paraˆmetros de uma so´ vez (ao inve´s de um por vez como nos scripts originais),
foi constru´ıda uma func¸a˜o do R capaz de fazer esta chamada e em seguida inserir os
resultados diretamente em seu ambiente sob a forma de um objeto interno da linguagem.
Para o estudo de caso em particular, foi utilizado o script do Z-Catcher que possibilita
busca genoˆmica, tendo o cromossomo 14 como entrada. Em um primeiro momento, treˆs
diferentes densidades de supercoiling foram testadas visando avaliar a diferenc¸a exercida
pelo perfil energe´tico nas sequeˆncias. O arquivo de sa´ıda obtido diretamente do Z-Catcher
e´ um arquivo de texto puro com 4 colunas separadas entre si por tabulac¸o˜es, como visto
na figura 13.
#cutoff supercoiling density is -0.07
Chromosome ZDRstart ZDRlength ZDRsequence
Chr14 19022419 12 ATGTGCACGTGC
Chr14 19050701 14 GTGCGCATGTACCC
Chr14 19066182 32 GTGCGCACACACACTGGCCTGCGCCCACTGTC
Chr14 19077502 58 GTGTGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTGTGTGA[...]
Figura 13: Exemplo do arquivo de sa´ıda do Z-Catcher. Os quatro campos correspondem ao
cromossomo analisado (Chromosome), a` localizac¸a˜o do in´ıcio da ZDR (ZDRStart), ao tamanho
da ZDR encontrada (ZDRlength) e a` sequeˆncia de nucleot´ıdeos da ZDR (ZDRsequence)
Com os dados dentro do ambiente R, foram analisadas a quantidade e o tamanho
me´dio das ZDRs obtidas para cada uma das treˆs densidades utilizadas. Na tabela 1
podemos ver que as diferenc¸as sa˜o marcantes. Fica claro que num cena´rio de menor
energia (σ mais pro´ximo de zero), as sequeˆncias preditas sa˜o mais longas, pore´m, bem
menos frequentes. Enquanto que em cena´rios de maior energia (valores de σ distantes
de zero) as sequeˆncias preditas sa˜o muito abundantes pore´m mais curtas. Um ponto
principal dessa ana´lise e´ a diferenc¸a nas quantidades de sequeˆncias preditas, os nu´meros
sugerem uma considerac¸a˜o acerca da estringeˆncia do algoritmo em apontar prova´veis
ZDRs e consequentemente sobre a presenc¸a de falsos positivos e negativos. Para evitar os
extremos (nem muito estringente e nem muito permissivo) foram utilizadas nas ana´lises
subsequentes as sequeˆncias preditas com densidade de ate´ -0.070, uma vez que estudos
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anteriores apontaram que nesta densidade observa-se ampla distribuic¸a˜o de ZDRs ao longo
dos cromossomos em condic¸o˜es fisiolo´gicas (Li et al., 2009).
Tabela 1: Quantidade e tamanho me´dio (em pares de base) das ZDRs preditas pelo
Z-catcher no cromossomo 14
Densidade de Supercoiling Nu´mero de Sequeˆncias Tamanho Me´dio (pb)
1 -0.050 1786 41.48
2 -0.070 7523 34.94
3 -0.090 367636 22.90
4.2.1.2 Conversa˜o de formatos
Para a preparac¸a˜o das ZDRs, assim como dos outros dados, foi utilizado o pacote
GenomicRanges. Esse pacote disponibiliza uma estrutura de dados que facilita muito
ana´lises que necessitam manipular sequeˆncias genoˆmicas das mais diversas maneiras. Essa
estrutura, chamada GRange, e´ mostrada na figura 14.
O diferencial e grande vantagem de se utilizar as GRanges em relac¸a˜o a outras estru-
turas de dados e´ a possibilidade de manipulac¸a˜o dos intervalos. Na figura, podemos ver
uma coluna chamada IRanges onde aparecem os intervalos do cromossomo em que cada
ZDR ocorre. Obtendo tais intervalos de diferentes grupos de dados e´ poss´ıvel cruza´-los
utilizando a func¸a˜o findOverlaps(), disponibilizada pelo mesmo pacote, e assim obter
diversas informac¸o˜es a respeito da co-localizac¸a˜o das ZDRs com outros dados a serem
analisados. A estrutura tambe´m tem como propriedade a fa´cil interconversa˜o entre va´rios
formatos diferentes utilizados em outros pacotes do Bioconductor, permintindo exportac¸a˜o
de sequeˆncias individuais, ou de grupos de sequeˆncias definidas por filtros inseridos pelo
usua´rio. Em suma, a partir dos GRanges das ZDRs, foi poss´ıvel fazer as ana´lises em
relac¸a˜o ao TSS, elementos geˆnicos e ocupac¸a˜o da polimerase.
4.2.2 ENCODE
4.2.2.1 Filtragem e inserc¸a˜o no R
Para inserir os dados do ENCODE no R e permitir as ana´lises de localizac¸a˜o foi
necessa´rio filtrar a tabela original do banco para obter somente os dados relevantes. Como
mostrado na figura 10, a tabela do ENCODE possui muitos dados referentes aos modelos
geˆnicos que representa, pore´m, muitas dessas informac¸o˜es podem ser descartadas para
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GRanges with 7523 ranges and 2 elementMetadata values:
seqnames ranges strand | size sequence
<Rle> <IRanges> <Rle> | <integer> <factor>
>CHR14_z1 chr14 [19022419, 19022430] * | 12 ATGTGCACGTGC
>CHR14_z2 chr14 [19050701, 19050714] * | 14 GTGCGCATGTAC[...]
>CHR14_z3 chr14 [19066182, 19066213] * | 32 GTGCGCACACAC[...]
>CHR14_z4 chr14 [19077502, 19077559] * | 58 GTGTGTGTGTGT[...]
>CHR14_z5 chr14 [19090397, 19090418] * | 22 GTGTGTGTGTGT[...]
>CHR14_z6 chr14 [19152420, 19152441] * | 22 GCACACACACAC[...]
>CHR14_z7 chr14 [19162840, 19162867] * | 28 GTGTGTGTGTGT[...]
>CHR14_z8 chr14 [19188744, 19188759] * | 16 ACACACACACAC[...]
>CHR14_z9 chr14 [19196434, 19196449] * | 16 GTGTGTGTGTGT[...]
... ... ... ... ... ... ...
>CHR14_z7515 chr14 [107180565, 107180592] * | 28 ACACACACACGC[...]
>CHR14_z7516 chr14 [107188298, 107188393] * | 96 ACACACACACAC[...]
>CHR14_z7517 chr14 [107188414, 107188433] * | 20 ACACACACACAC[...]
>CHR14_z7518 chr14 [107196348, 107196379] * | 32 ACACACACACAC[...]
>CHR14_z7519 chr14 [107234453, 107234476] * | 24 GTGCACGGGCAC[...]
>CHR14_z7520 chr14 [107243641, 107243678] * | 38 GTGTGTGTGTGT[...]
>CHR14_z7521 chr14 [107247824, 107247837] * | 14 GTGCGGGTGCAC[...]
>CHR14_z7522 chr14 [107253662, 107253679] * | 18 ACGCGCACGTAC[...]





Figura 14: Exemplo da estrutura de uma GRange. Pode-se perceber que a sa´ıda do
Z-Catcher esta´ completamente contida nesse formato, apenas algumas colunas extras, pro´prias
da estrutura, foram adicionadas.
os propo´sitos desse trabalho. Assim, foram selecionados para cada entrada somente o
co´digo do transcrito, o cromossomo, a fita onde se encontra e a posic¸a˜o de in´ıcio e fim da
transcric¸a˜o, ale´m de algumas informac¸o˜es complementares como o tamanho, o nome do
gene do qual faz parte e o nu´mero de exons. Essas informac¸o˜es foram consolidadas em
um GRange cuja estrutura e´ mostrada na figura 15.
As quatro primeiras colunas desse GRange sa˜o obrigato´rias para compor a estrutura,
as colunas restantes sa˜o metadados que adicionam informac¸o˜es extras a`s sequeˆncias e
na˜o sa˜o utilizadas nos processos das ana´lises. Para o estudo de caso foram selecionados
somente os transcritos referentes ao cromossomo 14.
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GRanges with 2317 ranges and 3 elementMetadata values:
seqnames ranges strand | size niceName exonNumbers
<Rle> <IRanges> <Rle> | <integer> <character> <integer>
ENST00000315266.5 Chr14 [66974124, 67648515] + | 674391 GPHN 22
ENST00000478722.1 Chr14 [66974124, 67648520] + | 674396 GPHN 23
ENST00000459628.1 Chr14 [66974855, 67525746] + | 550891 GPHN 11
ENST00000543237.1 Chr14 [66975221, 67647740] + | 672519 GPHN 25
ENST00000305960.9 Chr14 [66975230, 67647914] + | 672684 GPHN 21
ENST00000346562.2 Chr14 [33408448, 34273382] + | 864934 NPAS3 11
ENST00000341321.4 Chr14 [33408458, 34149849] + | 741391 NPAS3 7
ENST00000356141.4 Chr14 [33408522, 34270315] + | 861793 NPAS3 12
ENST00000357798.5 Chr14 [33408522, 34270315] + | 861793 NPAS3 12
... ... ... ... ... ... ... ...
ENST00000390630.2 Chr14 [107095125, 107095662] - | 537 IGHV4-61 2
ENST00000454421.2 Chr14 [107113740, 107114274] - | 534 IGHV3-64 2
ENST00000390632.2 Chr14 [107131032, 107131560] - | 528 IGHV3-66 2
ENST00000390633.2 Chr14 [107169930, 107170428] - | 498 IGHV1-69 2
ENST00000390634.2 Chr14 [107178819, 107179338] - | 519 IGHV2-70 2
ENST00000433072.2 Chr14 [107198931, 107199471] - | 540 IGHV3-72 2
ENST00000390636.2 Chr14 [107210931, 107211471] - | 540 IGHV3-73 2
ENST00000424969.2 Chr14 [107218675, 107219365] - | 690 IGHV3-74 2





Figura 15: GRange obtido do ENCODE. Da esquerda para a direita, as colunas denotam:
ID do transcrito no Ensembl, cromossomo, localizac¸a˜o (intervalo), fita, tamanho do transcrito,
nome do gene, quantidade de exons do transcrito.
4.2.3 Reads de ChIP-Seq da RNA polimerase
4.2.3.1 Obtenc¸a˜o
Para as ana´lises de ocupac¸a˜o da RNA polimerase, os dois conjuntos de reads foram ob-
tidos diretamente do SRA, conforme descrito na sec¸a˜o 3.3.3, no formato sra e convertidos
para fastq atrave´s do SRA toolkit. As reads referentes aos experimentos de ChIP-Seq
de ce´lulas MCF7 induzidas e na˜o-induzidas por estradiol continham respectivamente 916,3
milho˜es de bases e 957,3 milho˜es de bases.
4.2.3.2 Pre´-processamento
Para que as reads pudessem ser utilizadas nas ana´lises subsequentes, foi necessa´rio
determinar suas localizac¸o˜es no genoma. Elas foram alinhadas contra o cromossomo 14
utilizando o software de alinhamento Bowtie calibrado para retornar somente os melhores
alinhamentos em um arquivo de formato SAM. Posteriormente o arquivo foi inserido no R
por interme´dio do pacote Rsamtools (Morgan e Page`s, 2010) e em seguida convertido em
GRanges mantendo somente as reads com alinhamento exato.
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4.3 Ana´lises
4.3.1 Distaˆncias relativas aos TSSs
Detectar correlac¸o˜es entre ZDRs e genes e´ importante para auxiliar na elucidac¸a˜o das
func¸o˜es biolo´gicas do Z-DNA. Conforme dito anteriormente, ha´ va´rios ind´ıcios que ligam
o Z-DNA a eventos transcricionais, assim como mostram a localizac¸a˜o aparentemente
predominante de ZDRs nas proximidades dos TSSs.
O fluxograma desenvolvido neste trabalho possui como uma das principais funcionali-
dades um me´todo que facilita a localizac¸a˜o dessas regio˜es nos cromossomos ou sequeˆncias
de interesse. A estrate´gia e´ confrontar a localizac¸a˜o de cada ZDR, predita pelo Z-Catcher,
com o TSS mais pro´ximo. Isso pode ser feito facilmente utilizando uma func¸a˜o do pa-
cote ChIPpeakAnno (Zhu et al., 2011). A func¸a˜o, chamada annotatePeakInBatch, faz os
ca´lculos de distaˆncia entre as ZDRs e o in´ıcio do elemento mais pro´ximo (nesse caso o
transcrito) resultando em uma tabela de correlac¸o˜es onde e´ poss´ıvel observar exatamente
a posic¸a˜o relativa de cada ZDR.
Para automatizar todo processo, foi criada no R uma func¸a˜o chamada zDistr, res-
ponsa´vel pela ana´lise de distribuic¸a˜o (Fig.8 (a), segunda caixa). Essa func¸a˜o aceita como
paraˆmetros de entrada um arquivo de ZDRs oriundo da etapa de detecc¸a˜o no Z-Catcher
(em DataFrame1 ou GRanges) e um arquivo de modelos geˆnicos (no estudo de caso foi
utilizado o ENCODE no formato GRanges). Enta˜o, no corpo da func¸a˜o, e´ feita uma
chamada a` annotatePeakInBatch. O resultado pode ser reportado diretamente em um
gra´fico ou simplesmente retornado sob forma da tabela original, caso haja a necessidade
de armazenar os resultados para utilizac¸a˜o posterior. A tabela possui muitos campos de
resultados, mas os principais esta˜o mostrados na figura 16.
peak feature insideFeature distancetoFeature
>CHR14_z1 ENST00000384179.1 upstream -97095
>CHR14_z10 ENST00000359695.2 upstream -56051
>CHR14_z100 ENST00000315957.4 downstream 13715
>CHR14_z1000 ENST00000346562.2 upstream -266732
Figura 16: Principais campos da sa´ıda da func¸a˜o annotatePeakInBatch aplicada a`s
ZDRs contra o ENCODE. A coluna peak representa as ZDRs e features os transcritos aos
quais as distaˆncias foram comparadas. As outras duas colunas mostram respectivamente qual a
posic¸a˜o relativa entre a ZDR e o transcrito e qual a distaˆncia entre eles.
1DataFrame e´ uma estrutura de dados do ambiente R que consiste basicamente em uma tabela cujas
linhas e colunas podem ser nomeadas e utilizadas individualmente em diversos processos e ca´lculos.
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Os ca´lculos da func¸a˜o annotatePeakInBatch sa˜o feitos, por padra˜o, utilizando o in´ıcio
da ZDR contra o in´ıcio do elemento (ou final caso o elemento esteja na fita negativa), mas
a func¸a˜o aceita paraˆmetros que modifiquem essas caracter´ısticas, sendo poss´ıvel calcular
as distaˆncia utilizando o meio ou o final de ambas. Os resultados sa˜o consolidados de
forma a mostrar qual a posic¸a˜o relativa entre as entidades comparadas, bem como a
distaˆncia de uma a` outra. Por exemplo, na primeira linha da figura 16 observa-se que a
ZDR entitulada CHR14 z1 esta´ a montante (upstream) do transcrito ENST00000384179.1
a uma distaˆncia de 97.095 pares de base.
O gra´fico, resultante da func¸a˜o zDistr, e´ gerado ao plotar essas distaˆncias em uma
curva de frequeˆncia, assim e´ poss´ıvel obter uma estimativa da distribuic¸a˜o das ZDRs em






















Figura 17: Gra´fico de distribuic¸a˜o de ZDRs ao redor de TSSs: A linha preta representa
a distribuic¸a˜o das ZDRs identificadas pelo Z-Catcher cujas localizac¸o˜es foram confrontadas com
a localizac¸a˜o dos TSSs de cada transcrito do ENCODE. A linha em cinza mostra a distribuic¸a˜o
aleato´ria dessas distaˆncias em toda a extensa˜o do cromossomo.
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4.3.2 Distribuic¸a˜o das ZDRs em relac¸a˜o a elementos funcionais
Para fazer o mapeamento e correlac¸a˜o das ZDRs em relac¸a˜o aos outros elementos
geˆnicos (exons, introns e splice junctions) foi utilizado o pacote GenomicFeatures (Carl-
son et al., 2011). Utilizando este pacote, uma vez montadas as estruturas geˆnicas, va´rias
ana´lises podem ser feitas por meio da filtragem de elementos funcionais espec´ıficos.
Como ja´ citado, dados de refereˆncia podem ser obtidos diretamente no R atrave´s das
func¸o˜es que se conectam aos bancos de dados online. Essas func¸o˜es, respectivamente
makeTranscriptDbFromUCSC e makeTranscriptDbFromBiomart, aceitam paraˆmetros que
definem quais dados sera˜o extra´ıdos. No caso da func¸a˜o makeTranscriptDbFromUCSC
existe uma func¸a˜o auxiliar, supportedUCSCtables, que lista quais as tabelas dispon´ıveis
para cada genoma cadastrado no banco. Obtendo o nome da tabela, a requisic¸a˜o pode
ser feita e o objeto resultante e´ salvo no R em formato TranscriptDB.
4.3.2.1 Construc¸a˜o do banco de dados
Apesar da funcionalidade de obtenc¸a˜o automa´tica de dados aumentar a praticidade
das ana´lises, verso˜es mais recentes dos bancos na˜o podem ser obtidas por meio desse
me´todo devido ao fato de na˜o haver, no pacote, um mecanismo de sincronia com a fonte
original. Por esse motivo, a versa˜o mais recente do ENCODE, utilizada no estudo de caso,
foi obtida de maneira manual, conforme ja´ descrito na sec¸a˜o 9. O pacote disponibiliza
uma func¸a˜o chamada makeTranscriptDB que permite construir manualmente um banco
de dados no formato TranscriptDB a partir de dados inseridos pelo usua´rio. Essa func¸a˜o
exige como paraˆmetros de entrada: informac¸o˜es sobre identificac¸a˜o e localizac¸a˜o genoˆmica
dos transcritos, juntamente com cada um de seus exons ; nome dos genes a qual esses
transcritos esta˜o associados e informac¸o˜es (nome e tamanho) dos cromossomos dos quais
esses transcritos fazem parte.
Foi necessa´rio escrever algumas func¸o˜es no R para reaver esses dados atrave´s de fil-
tragem e processamento das colunas contidas na tabela do ENCODE. Um fluxograma do
processo e´ mostrado na figura 18.
Para as informac¸o˜es sobre identificac¸a˜o e localizac¸a˜o dos transcritos, foram selecio-
nados da tabela e armazenados em um DataFrame (transcripts): o cromossomo do qual
o transcrito faz parte, a fita onde se localiza, comec¸o e fim de sua sequeˆncia e o nome
(ID do Ensembl). Um segundo DataFrame (splicing) foi criado para conter ordem e po-
sicionamento de cada exon para cada um dos transcritos da tabela. Primeiro, a func¸a˜o
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Figura 18: Fluxograma para criac¸a˜o do banco de dados em formato TranscriptDb. os
dados iniciais sa˜o retirados da tabela original do ENCODE (superior esquerdo, fundo escurecido)
ou, no caso das informac¸o˜es sobre os cromossomos, de dados da literatura. As func¸o˜es getRank e
getExon processam parte dos dados. Estes sa˜o consolidados em quatro DataFrames que servem
de entrada para a func¸a˜o makeTranscriptDb que, por fim, gera um banco de dados no formato
TranscriptDb
getRank utiliza a coluna exonCount, que informa a quantidade de exons presentes em
cada transcrito, para criar uma lista ordenando e numerando cada um deles (e.g. se o pri-
meiro transcrito possu´ısse treˆs exons e o segundo quatro, a lista seria: 1,2,3,1,2,3,4).
Em seguida, a func¸a˜o getExon faz a varredura das colunas exonStarts e exonEnds, que
possuem respectivamente posic¸o˜es de in´ıcio e fim de cada exon, associando cada in´ıcio
ao fim correspondente, consolidando desta maneira, a localizac¸a˜o individual dos exons
dentro do transcrito. Por fim, os exons ja´ separados foram associados a`s suas posic¸o˜es de
acordo com a ordem gerada pela func¸a˜o getRank.
Outros dois DataFrames foram criados para conter informac¸o˜es sobre os genes dos
quais cada transcrito faz parte e descrever os cromossomos. O primeiro (genes) e´ formado
pela associac¸a˜o da coluna name2, que conte´m o nome dos genes, a` coluna name, que conte´m
o nome do transcrito (ID no Ensembl). O segundo (chrominfo) e´ formado pelo nome
dos cromossomos do genoma humano e seus tamanhos, juntamente com uma varia´vel
booleana2 is circular indicando se o cromossomo e´ circular ou na˜o.
Ao fim do processo de consolidac¸a˜o, cada um dos DataFrames foi utilizado como ar-
gumentos para a func¸a˜o makeTranscriptDB, gerando enta˜o o banco de dados em formato
2varia´vel formada somente por valores bina´rios: verdadeiro ou falso. Indica simplesmente se alguma
condic¸a˜o esta´ presente ou na˜o.
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TranscriptDB para ser manipulado por meio das outras func¸o˜es disponibilizadas pelo
pacote.
4.3.2.2 Separac¸a˜o dos elementos geˆnicos
A separac¸a˜o dos transcritos em exons e introns foi efetuada utilizando as func¸o˜es
exonsBy e intronsByTranscript, tambe´m disponibilizadas pelo pacote GenomicFeatures.
Ambas recebem como argumento um banco em TranscriptDB e geram uma sa´ıda em um
formato chamado GRangesList, que consiste em uma lista onde cada elemento e´ um
GRange, representando, neste caso todos os exons ou introns de cada transcrito.
4.3.2.3 Intersecc¸a˜o com ZDRs
Para o estudo de caso, a separac¸a˜o dos elementos geˆnicos foi efetuada para o cromos-
somo 14. As ZDRs no formato GRanges, obtidas pelo processo descrito anteriormente,
foram filtradas de modo a selecionar somente aquelas localizadas exclusivamente no in-
terior dos transcritos. Enta˜o, a func¸a˜o findOverlaps, do pacote GenomicRanges, foi
aplicada para calcular as poss´ıveis intersecc¸o˜es entre elas e os elementos geˆnicos. O re-
sultado desse ca´lculo consiste em uma tabela de correlac¸a˜o com duas colunas, ambas sa˜o
preenchidas pelos ı´ndices dos elementos intersectados entre si, por exemplo, se alguma
porc¸a˜o do transcrito 1 se intersecta com a ZDR 4, na tabela ira´ constar | 1 | 4 |. Devido
a este resultado ser estritamente nume´rico, o pacote disponibiliza uma func¸a˜o cuja fina-
lidade e´ recuperar exatamente os transcritos onde foram encontradas intersecc¸o˜es, sendo
assim, passando um objeto contendo o resultado da intersecc¸a˜o para a func¸a˜o queryHits
obte´m-se uma nova GRangesList listando um subconjunto dos transcritos cujos elementos
intersectam com ZDRs. Para clarificar os resultados, esse processo foi feito separadamente
para exons e introns, e depois foi contada a quantidade de intersecc¸o˜es u´nicas, indicando
qual a frac¸a˜o das ZDRs contidas em cada elemento geˆnico. A distribuic¸a˜o das ZDRs em
todo o cromossomo 14, levando em considerac¸a˜o a posic¸a˜o relativa aos TSSs pode ser
vista na figura 19. As ZDRs que foram classificadas como inside foram subdivididas em
exons, introns e splicing junctions.
4.3.3 Ocupac¸a˜o diferencial da RNA polimerase
As relac¸o˜es entre Z-DNA e processos de transcric¸a˜o (Liu e Wang, 1987) e a proximi-

















































Figura 19: Localizac¸a˜o relativa das ZDRs em func¸a˜o dos transcritos: De um total de
7.523 ZDRs, grande parte concentra-se a montante (upstream) e a jusante (downstream) dos
transcritos, constituindo respectivamente ∼46% (3.476 ZDRs) e ∼31% (2.357 ZDRs) do total.
A outra grande parte, aproximadamente 22% (1.667 ZDRs), e´ formada por ZDRs localizadas
no interior dos transcritos (inside). Estas sa˜o mostradas subdivididas em termos de elementos
geˆnicos, e pode-se perceber que a grande maioria concentra-se nas regio˜es introˆnicas (∼90% das
localizadas inside) enquanto que somente ∼8% se encontra nos exons e aproximadamente 2%
nas junc¸o˜es de splicing. As outras localizac¸o˜es que representam respectivamente, a sobreposic¸a˜o
com o in´ıcio e fim do transcrito (overlapStart e overlapEnd) e transcritos contidos no interior
de ZDRs (includeFeature), somam menos de 1% do total.
dessas ZDRs influenciarem de alguma maneira a ocupac¸a˜o da RNA polimerase nas regio˜es
pro´ximas ao TSS. Para investigar a validade dessa hipo´tese, foi feita para o estudo de caso
uma ana´lise de correlac¸a˜o entre as ZDRs e as reads de ChIP-Seq que demonstraram en-
riquecimento diferenciado, entre os casos induzido e na˜o-induzido com estradiol, visando
encontrar algum tipo de relac¸a˜o causa-efeito que pudesse corroborar ou na˜o a hipo´tese.
Nesses termos, enriquecimento diferenciado significa que ao alinhar as reads ao genoma,
na mesma regia˜o do cromossomo, encontram-se presentes para cada caso (induzido ou
na˜o), uma maior ou menor quantidade de reads alinhadas. Isto indica que durante o
experimento, nessa regia˜o, a atividade da RNA polimerase foi modulada pela diferente
condic¸a˜o de induc¸a˜o. A hipo´tese tem por fim investigar se ha´ algum padra˜o de distribuic¸a˜o
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dessas reads que indique a participac¸a˜o de regio˜es formadoras de Z-DNA modulando a
ocupac¸a˜o da RNA polimerase.
Por se tratar de reads de ChIP-Seq os dados originais devem primeiro passar pelo
processo de peak-calling, realizado pelo pacote BayesPeak. Os detalhes deste processo sa˜o
explicados a seguir.
4.3.3.1 Peak Calling
As reads pre´-processadas pelo procedimento mencionado na sec¸a˜o 4.2.3.2 foram con-
vertidas de GRange para RangedData para que pudessem ser utilizadas pela func¸a˜o bayespeak
do pacote homoˆnimo. Esse formato faz parte do pacote IRanges (Pages, Aboyoun e La-
wrence, 2011) e e´ muito semelhante ao GRange, pore´m mais gene´rico, podendo tratar
outros tipos de dados com intervalos que na˜o sejam necessariamente genoˆmicos. Por
exemplo, no caso de um RangedData, informac¸o˜es sobre a fita de DNA localizam-se na
coluna de metadados, por se tratarem de informac¸a˜o na˜o essencial para caracterizar o con-
junto. A func¸a˜o bayespeak possibilita a utilizac¸a˜o de mu´ltiplos processadores, devido ao
fato dos ca´lculos estat´ısticos de peak calling serem muito exigentes computacionalmente.
Para utilizar essa opc¸a˜o foi necessa´rio carregar o pacote multicore (Urbanek, 2011). A
func¸a˜o enta˜o foi aplicada a`s reads utilizando 8 processadores para realizar a tarefa.
4.3.3.2 Expressa˜o diferencial
A ana´lise de expressa˜o diferencial baseia-se primeiramente na contagem de reads que
se sobrepo˜em a`s ZDRs (quantidade de hits), o primeiro passo e´ fazer essa contagem
por meio da func¸a˜o countOverlaps (pacote IRanges), e consolidar esses dados em uma
matriz, cujas primeiras linhas sa˜o mostradas na tabela 2.
Tabela 2: Primeiras linhas da matriz de contagem de sobreposic¸o˜es. Os nu´meros
representam a quantidade de reads de ChIP-Seq da RNA polimerase que se sobrepo˜em a` ZDR




CHR14 z1 28 15
CHR14 z2 12 12
CHR14 z3 38 43
CHR14 z4 17 23
CHR14 z5 6 1
CHR14 z10 11 12
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Esta matriz enta˜o e´ dada como argumento para a func¸a˜o do pacote DESeq chamada
newCountDataSet que converte a tabela de contagem para um formato pro´prio, utilizado
pelo pacote para fazer suas ana´lises internas, chamado CountDataSet. Os dados enta˜o
passam pelo processo de estimac¸a˜o de paraˆmetros atrave´s das func¸o˜es estimateSize-
Factors e estimateDispersions. Este processo seria dispensa´vel para o conjunto de
dados deste trabalho devido a auseˆncia de replicatas biolo´gicas, pois neste caso na˜o ha´
como estimar a dispersa˜o da expressa˜o pelos dados e isso e´ feito empiricamente pelo
algoritmo, pore´m o processo e´ exigido para que se possa usar as outras func¸o˜es do pacote.
Apo´s estimados, os dados sa˜o finalmente usados como entrada para a func¸a˜o nbinomTest
que aplica um teste que usa a distribuic¸a˜o binomial negativa3 para definir a diferenc¸a de
enriquecimento entre as reads dos dois grupos de dados. Uma amostra do resultado dessa
func¸a˜o, antes de ser ordenada e processada, e´ mostrada na figura 20.
id baseMean baseMeanA baseMeanB foldChange log2FoldChange pval padj
CHR14_z1 21.5 28 15 0.5357143 -0.9004643 0.3665566 1
CHR14_z2 12.0 12 12 1.0000000 0.0000000 1.0000000 1
CHR14_z3 40.5 38 43 1.1315789 0.1783372 0.8364666 1
CHR14_z4 20.0 17 23 1.3529412 0.4360991 0.6991440 1
CHR14_z5 3.5 6 1 0.1666667 -2.5849625 0.4438057 1
CHR14_z10 11.5 11 12 1.0909091 0.1255309 1.0000000 1
Figura 20: Sa´ıda da func¸a˜o nbinomTest. as colunas denotam respectivamente a identificac¸a˜o
da ZDR, a me´dia entre a contagem de reads, o nu´mero de reads no grupo controle, nu´mero
de reads no grupo tratado com estradiol, o enriquecimento de um grupo em relac¸a˜o a outro,
log2 desse enriquecimento, o p-value da distribuic¸a˜o e o p-value ajustado para taxa de falsos
positivos.
Para recuperar as ZDRs que apresentaram maior diferenc¸a entre a quantidade de reads
em cada grupo, a tabela foi filtrada de maneira a separar aquelas cujo foldChange era
maior ou igual a 2, representando as regio˜es com enriquecimento, ou upregulated, e aquelas
com foldChange menor que 0,5, representando as que na˜o tiveram enriquecimento, ou
downregulated. Em seguida, os IDs de cada ZDR foram cruzados com os IDs da tabela
de distribuic¸a˜o das ZDRs contra o ENCODE, afim de correlacionar o enriquecimento das
regio˜es com o posicionamento das mesmas em relac¸a˜o aos transcritos. Os resultados da
aplicac¸a˜o deste processo ao cromossomo 14 e suas posic¸o˜es podem ser vistos na figura 21.
3distribuic¸a˜o utilizada quando se observa um conjunto de dados composto por contagem de valores
que demonstrem grande dispersa˜o (Cameron e Trivedi, 1998, p. 71). Neste contexto utiliza a comparac¸a˜o
entre a me´dia e a dispersa˜o biolo´gica, representada pela variaˆncia.
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Figura 21: Localizac¸a˜o relativa de ZDRs correlacionadas com reads da RNA polime-
rase. Cada painel representa as reads associadas a ZDRs que apresentaram maior ou menor
enriquecimento (respectivamente up e downregulated). As barras mostram a quantidade de
ZDRs relacionadas a`s reads posicionadas em relac¸a˜o a cada transcrito. E´ poss´ıvel observar uma
tendeˆncia para as ZDRs relacionadas com enriquecimento de reads (upregulated) estarem posi-
cionadas a montante (upstream) dos transcritos, enquanto que uma tendeˆncia oposta, embora
fraca, e´ observada no caso do enriquecimento negativo (downregulated).
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5 Discussa˜o e Concluso˜es
O fluxograma apresentado neste trabalho teve como foco principal a utilizac¸a˜o de
ferramentas cient´ıficas gratuitas associadas de uma maneira que facilitasse a ana´lise de
sequeˆncias potencialmente formadoras de Z-DNA. Em primeira instaˆncia, a metodologia
foi testada com o cromossomo 14 humano afim de valida´-la assim como contribuir com
informac¸o˜es inovadoras.
A figura 17 mostra que a primeira fase do fluxograma, na qual buscava-se a distribuic¸a˜o
das ZDRs em relac¸a˜o aos TSSs, mostrou resultados satisfato´rios, sendo que o gra´fico
apresentado em que as ZDRs concentram-se ao redor dos TSSs de fato replica os resultados
da literatura, principalmente aqueles de Xiao et al, 2008. Apesar destes resultados ja´
serem bastante conhecidos neste campo de estudo, na˜o se conhecia me´todos automatizados
para se chegar a ele. O fluxograma apresenta uma metodologia que pode facilitar a
investigac¸a˜o de novos organismos, nos quais a distribuic¸a˜o de ZDRs na˜o e´ conhecida.
Ja´ na figura 19 e´ poss´ıvel observar resultados inovadores. Apesar dos resultados de
Li et al, 2009 terem mostrado hotspots de Z-DNA ao longo do genoma, que haviam sido
detectados experimentalmente utilizando o motivo ZαADAR1 como sonda, nenhum outro
trabalho mostrou a distribuic¸a˜o destas em relac¸a˜o a todas as outras regio˜es adjacentes
aos transcritos. Mais uma vez, os resultados corroboram a afirmac¸a˜o da literatura de que
as ZDRs esta˜o correlacionadas a` transcric¸a˜o geˆnica, visto que aproximadamente 50% das
regio˜es analisadas no cromossomo 14 esta˜o localizadas a montante dos TSSs. Este mesmo
resultado mostra tambe´m que dos 22% das ZDRs localizadas no interior de transcritos,
praticamente 90% destas esta˜o em introns, pore´m esta taxa esta´ dentro do esperado para
a distribuic¸a˜o aleato´ria dado que os introns deste cromossomo sa˜o em me´dia 24 vezes
maiores 1 que os exons e portanto a probabilidade de uma sequeˆncia no interior de um
transcrito fazer parte de um intron e´ significativamente maior. Ainda assim, o fluxograma
apresenta uma maneira eficaz de localizar as ZDRs distribu´ıdas nas adjaceˆncias dos trans-
1tamanhos me´dios: introns = 6319,5 pb e exons = 257,4 pb
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critos, assim como localiza´-las em relac¸a˜o aos elementos geˆnicos, caso estas estejam no
interior de transcritos.
Os resultados da investigac¸a˜o entre a relac¸a˜o das taxas de ocupac¸a˜o da RNA polime-
rase com a presenc¸a de ZDRs sa˜o mostrados na figura 21. Pode-se perceber que em se
tratando do grupo de genes com expressa˜o estimulada (upregulated), mediante a` presenc¸a
de estradiol, a quantidade de ZDRs relacionadas a`s reads da RNA polimerase esta´ concen-
trada a` montante (upstream) dos TSSs, enquanto que no grupo com expressa˜o diminu´ıda
(downregulated) ha´ uma fraca tendeˆncia para o agrupamento a` jusante (downstream). Isto
poderia sugerir uma poss´ıvel correlac¸a˜o positiva entre essas regio˜es e o estado de ativac¸a˜o
de genes durante a transcric¸a˜o, uma vez que a formac¸a˜o de ZDRs a` montante pode favo-
recer este processo. No caso do acu´mulo a` jusante, na˜o e´ poss´ıvel afirmar categoricamente
nenhum tipo de correlac¸a˜o pois as diferenc¸as sa˜o pouco significativas, portanto, um tra-
tamento estat´ıstico adequado somado a` experimentos biolo´gicos para validac¸a˜o seriam
necessa´rios para comprovar ambas as afirmac¸o˜es.
Uma questa˜o crucial no estudo de Z-DNA e´ o paradoxo entre a sua func¸a˜o e formac¸a˜o.
Diversos estudos apontaram a correlac¸a˜o entre o processo transcricional e a formac¸a˜o do
Z-DNA. Sabe-se que as forc¸as de supercoiling negativo e energias associadas, provenientes
da passagem do aparato transcricional, sa˜o essenciais para a estabilizac¸a˜o das transic¸o˜es
de B para Z-DNA, pore´m, alguns estudos de func¸a˜o tambe´m apontam que a sua formac¸a˜o
pode ser essencial para o controle da transcric¸a˜o, como mostrado nos experimentos com
os genes c-MYC e CSF-I (Wittig et al., 1992; Wo¨lfl, Wittig e Rich, 1995; Liu et al.,
2001). Assim, a poss´ıvel correlac¸a˜o aqui apresentada das ZDRs com a ocupac¸a˜o da po-
limerase pode trazer um novo grupo de informac¸o˜es para somar ao que ja´ e´ conhecido,
mostrando que possivelmente, o Z-DNA esteja envolvido na manutenc¸a˜o do equil´ıbrio
termodinaˆmico transcricional, onde sua presenc¸a auxilie o processo de transcric¸a˜o con-
trabalanceando as forc¸as de torc¸a˜o. Alguns dados pore´m, ja´ sugeriram que em E.coli a
presenc¸a de sequeˆncias formadoras de Z-DNA em plasmı´deos pode impedir a passagem
do aparato transcricional (Peck, Wang et al., 1985), embora o fato tenha sido obser-
vado somente nos experimentos in vitro. Outros experimentos com a RNA polimerase
do bacterio´fago T7 tambe´m exibiram as propriedades inibito´rias do Z-DNA, neste caso
na˜o impedindo totalmente a transcric¸a˜o pore´m diminuindo sua atividade (Dro¨ge e Pohl,
1991). As prova´veis explicac¸o˜es para este efeito podem estar novamente associadas ao
panorama energe´tico, visto que quanto maior a densidade de supercoiling do fragmento,
maior e´ o efeito sobre o bloqueio da transcric¸a˜o, de maneira que o excesso de supercoiling
negativo tende a favorecer a formac¸a˜o de Z ao inve´s de B-DNA. Este cena´rio tornaria o
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processo de movimentac¸a˜o do aparato transcricional sobre a regia˜o em Z energeticamente
desfavora´vel, e por isso o bloqueio (Ditlevson et al., 2008). Levando em considerac¸a˜o
esses cena´rios divergentes, e´ poss´ıvel perceber que o DNA na forma Z e´ de natureza extre-
mamente dinaˆmica, apresentando uma infinidade de possibilidades funcionais que ainda
devem ser estudadas a fundo considerando diversos panoramas energe´ticos, que por si so´
podem alterar a func¸a˜o desta estrutura.
Por fim, este trabalho mostrou com sucesso que a automatizac¸a˜o de me´todos de
ana´lise para regio˜es potencialmente formadoras de Z-DNA pode facilitar a consolidac¸a˜o
das informac¸o˜es obtidas por outros me´todos ja´ dispon´ıveis, permitindo assim uma ra´pida




• Gerar um pacote de R e disponibiliza´-lo como parte dos pacotes distribu´ıdos pelo
Bioconductor, permitindo que cada ana´lise mostrada seja feita de forma individual
com a possibilidade da inserc¸a˜o de testes estat´ısticos pertinentes a cada tipo de
projeto.
• Reconsiderar parte das ana´lises apresentadas para o estudo de caso, tanto em ou-
tros cromossomos como em genomas de outros organismos, aplicando-se testes es-
tat´ısticos adequados.
• Refatorar o algoritmo do Z-Catcher, reimplementando-o em uma linguagem mais
eficiente no intuito de melhorar o tempo das ana´lises e interface com o usua´rio.
• Entrar em contato com os desenvolvedores do me´todo SIBZ, na tentativa de obter o
co´digo fonte da ferramenta afim de integra´-la a` metodologia como uma alternativa
a` busca de ZDRs apresentada pelo Z-Catcher.
Um artigo cient´ıfico, fruto deste trabalho, entitulado A Bioconductor based workflow
for Z-DNA region detection and biological inference sera´ apresentado oralmente no Bra-
zilian Symposium of Bioinformatics (BSB2012, Campo Grande-MS, http://bsb2012.
facom.ufms.br/) e sera´ publicado pela editora Springer Verlag como parte da se´rie Lec-
ture Notes in Bioinformatics. Este artigo encontra-se no Anexo A deste trabalho.
Os co´digos-fonte de R, juntamente com instruc¸o˜es ba´sicas de utilizac¸a˜o sera˜o disponi-
bilizados no reposito´rio online em https://github.com/Lianzinho/z-analyst.
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APEˆNDICE A -- Ca´lculos Termodinaˆmicos
utilizados pelo Z-Catcher
Para a realizac¸a˜o das ana´lises de Z-DNA, o Z-Catcher faz uso de ca´lculos termo-
dinaˆmicos aplicados aos dinucleot´ıdeos que permitem a estimativa da densidade de su-
percoiling (σ) de cada sequeˆncia analisada. Tal densidade e´ obtida a partir da energia
livre necessa´ria para a realizac¸a˜o da transic¸a˜o de B para Z-DNA (∆Gm). Esta energia e´
proveniente do relaxamento do supercoiling negativo da dupla he´lice no contexto de um
plasmı´dio virtual (da mesma maneira como feito para o Z-Hunt), e pode ser obtida pela
equac¸a˜o






onde σ e´ a densidade de supercoiling, T e´ temperatura, N e´ o tamanho do plasmı´dio e m
e´ o numero de pares de base envolvidos na transic¸a˜o. Essa equac¸a˜o A.1 deriva da equac¸a˜o
geral de relaxamento de supercoiling (Frank-Kamenetskii e Vologodskii, 1984):






Assim, como a sequeˆncia e´ colocada em um plasmı´dio virtual (pBR322, 4263pb) para
ser analisada, os paraˆmetros sa˜o definidos como A = 10RT , k = 1.8 e N = 4263 (Frank-
Kamenetskii e Vologodskii, 1984). Para que a energia do relaxamento seja suficiente para
compensar o consumo da transic¸a˜o de B para Z-DNA e a estabilizac¸a˜o desta estrutura, a
seguinte condic¸a˜o deve ser verdadeira:
2F ∗j +m∆FBZ + ∆Gm = 0 (A.3)
onde F ∗j e´ a energia livre necessa´ria para a formac¸a˜o da junc¸a˜o B-Z e ∆FBZ e´ a energia
necessa´ria para estabilizac¸a˜o dos nucleot´ıdeos ja´ na forma de Z-DNA. Esses valores fixos
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foram estimados a partir de va´rios estudos termodinaˆmicos e foram consolidados por Ho
et al., 1986. A tabela 3 mostra os valores.
Tabela 3: Energias de transic¸a˜o B para Z-DNA. As conformac¸o˜es AS e SA indicam se os
dinucleot´ıdeos esta˜o respectivamente anti-syn ou syn-anti na junc¸a˜o B-Z. As colunas correspon-
dentes a`s siglas em pareˆnteses (AS)1 e (SA)1 indicam os valores necessa´rios para a estabilizac¸a˜o
de nucleot´ıdeos ja´ na forma Z-DNA, em relac¸a˜o aos dinucleot´ıdeos vizinhos (Ho et al., 1986 apud
Xiao; Dro¨ge; Li, 2008, adaptado).
Levando em considerac¸a˜o estes ca´lculos, e´ poss´ıvel chegar ao valor de σ (equivalente
a` energia liberada pelo relaxamento do supercoiling) utilizando as equac¸o˜es A.1 e A.3, e
assim comparar com o valor inserido pelo usua´rio a cada iterac¸a˜o do algoritmo, determi-
nando assim o potencial de formac¸a˜o de Z-DNA da sequeˆncia sendo analisada.
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A Bioconductor based workflow for Z-DNA
region detection and biological inference
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Walter2, and Marcelo M. Br´ıgido1
1 Department of Cellular Biology, Institute of Biology, University of Brasilia,
70910-900, Bras´ılia, DF, Brazil (brigido@unb.br)
2 Department of Computer Science, Institute of Exact Sciences, University of
Brasilia, 70910-900, Bras´ılia, DF, Brazil
Abstract. Z-DNA is an alternative conformation of the DNA molecule
implied in regulation of gene expression. However, the exact role of this
structure in cell metabolism is not yet fully understood. Here we present
a novel Z-DNA analysis workflow using the R software environment
which aims to investigate Z-DNA forming regions (ZDRs) throughout
the genome. It combines thermodynamic analysis of the well-known soft-
ware Z-Catcher with biological data manipulation capabilities of several
Bioconductor packages. We employed our methodology in the human
chromosome 14 as a case study. With that, we established a correlation
of ZDRs with transcription start sites (TSSs) which is in agreement with
previous reports. In addition, our workflow was able to show that ZDRs
which are positioned inside genes tend to occur in intronic sequences
rather than exonic and that ZDRs upstream to TSSs may have a posi-
tive correlation with the up-regulation of RNA polymerase activity.
Keywords: Z-DNA, ZDR, Z-Catcher, R, Bioconductor
1 Introduction
The knowledge of the distribution of Z-DNA forming regions (ZDRs) through-
out a genome is a valuable resource that helps to elucidate the role of this al-
ternative DNA form in biological systems. Several evidences indicate that these
regions may account for some level of gene expression regulation [6, 17]. Al-
though, it remains a challenge to determine Z-DNA genomic distribution and
the regulatory networks involved in Z-DNA formation at ZDRs. Xiao et al. [22]
developed a Z-DNA map for the human genome by searching whole chromo-
somes for ZDRs and locating them in relation to the transcription start sites
(TSSs) of all the annotated gene models available at that moment. Although it
was shown that Z-DNA has an uneven distribution along the genome, their data
lack consistent biological evidence implicating Z-DNA in gene expression. Many
questions remain still opened, which makes room for further investigation.
In this study, we propose a workflow for a deep investigation of the Z-DNA
distribution and the possible interaction with RNA polymerase activity. The
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search for Z-DNA using our proposed workflow was performed along the hu-
man chromosome 14 as a case study, due to our interest in immunology research
and background in antibody engineering. The immunoglobulin heavy chain lo-
cus (IgH) is located at this chromosome, which harbours genes that code for the
larger polypeptide subunit of the antibody molecule [21]. In addition to a poten-
tial way to modulate the IgH genes, the understanding of how Z-DNA modulates
gene expression may provide researchers with useful strategies for genetic engi-
neering and biopharmaceutic production, therefore contributing to broaden the
toolset of this research field.
1.1 The structure of Z-DNA
Z-DNA is an alternative conformation of the canonical DNA molecule (B-
DNA). It is generally formed by varying length stretches of alternating purine-
pyrimidine nucleotides exposed to conditions of high supercoiling. Which are
usually formed right after the passage of the RNA polymerase during transcrip-
tion [16, 12]. Its structure differs dramatically from the canonical form, display-
ing a helix which turns to the opposite direction (left) and a backbone which
forms a zig-zag, hence the name “Z”. This zig-zag backbone is formed due to
the alternating syn-anti conformation of the nucleotides. The syn conformation,
which occurs only in Z-DNA induces changes towards the phosphate bond caus-
ing the DNA backbone, formed by such bonds, to look fairly sinuous. Figure
1 summarizes the main differences among these two conformations. Due to the
unique form of Z-DNA, it exhibits some notorious properties like antigenicity
and binding specificity to some proteins like ADAR1[1] and the yeast protein
zuotin [19].
1.2 Z-DNA prediction softwares: Z-Catcher and Z-Hunt
Detecting the occurrence of Z-DNA throughout the genome was first ad-
dressed by pure biophysical conformation studies [17]. After years of research
some knowledge was acquired and it was possible to create prediction methods
by which Z-DNA structure could be evaluated. Z-Catcher [22] and Z-Hunt [8] are
computer softwares which were developed from two of such prediction methods.
Both of them focus on thermodynamic analysis of an input sequence. Basically,
they search for patterns of alternating purine-pyrimidine and apply free energy
calculations to assess whether a given sequence is likely to change from canonical
to Z conformation (B-to-Z).
Both methods try to classify potential Z forming sequences, Z-Hunt uses
a comparative measurement to do so. It outputs sequences associated with
a z-score, which represents the number of random base pairs that must be
scanned, on average, to find a sequence with equal or better Z-forming likeli-
hood relative to the sequence at issue [8]. On the other hand, Z-Catcher cal-
culates the free energy based only on sequence analysis, taking into account a
user defined threshold for a parameter called superhelical density, expressed by
the greek letter σ (sigma). This parameter represents the free energy needed to
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Fig. 1. Main differences between B and Z-DNA: The helix and its structural
changes can be seen in b and d. Anti and syn conformations are shown respectively
in a and e and their structures are detailed in c and f. [16, adapted]
meet the energetic requirement of a sequence to perform the B-to-Z transition.
Higher values of σ means that the free energy released from the relaxation of
the DNA helix would easily stabilize several sequences with different Z-DNA
forming potentials, while lower values tend to be more strict, meaning that the
released free energy would stabilize fewer sequences. The user defines a σ value
which will then be compared in each iteration with the transition required value.
This process will be repeated while it stays within the threshold limits. When
the limit is finally reached, the algorithm stops and the sequence is annotated
as a potential ZDR.
1.3 R and Bioconductor
R is an open source software environment and programming language for
statistical computing which is widely used in the scientific community. It is
suited to many different tasks, such as financial, mathematical, geoprocessing
and weather studies [15]. For instance, a project called Bioconductor [3], which
is a repository of R add-ons packages, was created specifically for biological
purposes. Most of these packages provide bioinformatic capabilities and facilitate
manipulation and conversion of different formats and data.
To store and represent almost all biological sequences in this work, we used
a data structure called RangedData, which is part of the Bioconductor package
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IRanges [13]. This structure represents biological sequences mainly by storing
start-end ranges as well as information such as names, spaces (e.g. chromo-
somes) and other miscellaneous user-defined descriptions. The advantage of us-
ing this structure is that many other Bioconductor packages provide methods
for comparison, trimming, flanking and sequence analysing using this format.
ChIPpeakAnno is one example and was extensively used in this work. Its essen-
tial functionality is to find the relation between user supplied sequences and
annotation data. Using its capabilities, our workflow is able to investigate the
distribution of the overall distances of Z-DNA forming regions (ZDRs) relative
to the nearest gene transcription start site (TSS).
All plots presented in this work were made with ggplot2 graphics package,
which is a highly customizable plotting system based on “the grammar of graph-
ics”. This system builds graphics based on separate layers overlaping each other
to create a final picture, being each layer totally customizable, it is possible to
create complex, nice-looking and very informative graphics.
2 Workflow overview
Our workflow aims to provide a simple manner to analyse data allowing com-
parison to previous studies and bringing new information about the relationship
between ZDRs and the genome. The main advantage of our approach is the di-
rect visualization of results, eliminating the need to condense and interpret data
using other softwares. Figure 2 depicts a general view of our workflow design.
The search for ZDRs is made by a slightly modified version of Z-Catcher,
which was adapted to receive parameter input directly from the command line
instead of the interactive input method of the original version. This version is
integrated into R where a function may be called receiving as arguments a fasta
file containing the sequences to be investigated and the density threshold. The
function then manages all details and format converting, returning the result as
an R internal object.
2.1 ZDR distribution analysis
Once ZDR data are available, one may build a profile of ZDRs relative to
TSSs. ZDR data and an annotation file from ENCODE [18] are used as input
for an R function that uses the ChiPpeakAnno package internally to match ZDRs
and TSSs. The matches result in a distribution table of relative distances and
positions which is then used to investigate where most ZDRs lie within the
genome. These results will be discussed in more detail in the case study section.
2.2 ZDRs and differential RNA polymerase occupation data
In order to expand our analysis of ZDR positioning, we attempted to correlate
it with ChIP-seq data regarding the RNA Polymerase II (PolII) occupation sites
near the TSS. Our intent was to investigate whether ZDR sites can somehow
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Fig. 2. ZDR analysis workflow: rectangles represent functions or processes, curved-
bottom rectangles represent general data and cylinders represent database entries. Italic
text represents software names or R packages and parenthesis represents file formats.
Chromosome 14 fasta sequences are submitted to Z-Catcher to search for ZDRs. They
are then used in the distribution analysis (a) by cross-matching with transcript
TSS’ positions from ENCODE, which results in a distribution table regarding relative
distances between each ZDR and its nearest TSS. Plotting these distances gives the
ZDR-TSS relationship for Chromosome 14. The same distribution table is used to
search for correlations with RNA Polymerase II differential occupation (b) tags
that were obtained by peak calling aligned reads from the SRA to Chromosome 14. At
last, ENCODE transcripts are divided into genomic features (c) (exons, introns and
splice junctions) and matched against ZDRs to investigate how they are distributed
inside genes.
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interact with PolII and therefore change the occupation rates of the enzyme.
This analysis was carried out using public data retrieved from the NCBI Short
Reads Archive (SRA) [11], particularly from Joseph et al. [9]. Reads derived from
Illumina platform were divided in two groups: (i) cells treated with estradiol
and (ii) untreated cells (control). Both groups were then aligned to the human
chromosome 14 by the Bowtie aligner [10] with default parameters, except for
--best which reports only the best alignments (those with fewer mismatches).
The aligned reads were filtered out by a process called “peak calling” which
identifies genome enriched areas where reads cluster together [14]. This process
was performed in R by the BayesPeak package [4] and the differential occupation
fold-change analysis was calculated by the DESeq package. [2]
2.3 ZDRs and genomic features
To further investigate the distribution of ZDRs in relation to genomic struc-
ture features, we searched for ZDRs within exons, introns, UTRs and intergenic
regions. Although this analysis used the same ENCODE annotation file, it differed
by being processed through the GenomicFeatures [5] suite so that the genes’
annotation would be subdivided into their features. Then, those features were
matched against the ZDRs to return an overall percentage of ZDRs relative to
each genomic feature.
3 Case study: human chromosome 14
3.1 Genomic feature analysis
As stated above, the first step of our analysis was to correlate ZDRs found
by Z-Catcher with the gene annotation from ENCODE. Figure 3 shows that our
approach was able to reproduce literature findings by showing an overall clus-
tering of ZDRs around TSSs [22], as opposed to randomized distances to each
TSS. Once the ZDRs are not equally spread over the genome, this distribution
suggests that the ZDRs may play a role in [17] or be dependent upon tran-
scription events [12]. To further address this issue, we looked deeper into the
distribution and plotted the exact location of ZDRs relative to their nearest
TSS and its respective transcript. With this analysis, we wanted to investigate if
there was any bias towards specific ZDR hotspots around or within transcripts.
Indeed it is possible to observe in Figure 4 that ZDRs seem to be more concen-
trated upstream of TSSs, which would corroborate the hypothesis on the Z-DNA
relationship with transcription events.
To date, no Z-DNA mapping approach has focused on the ZDR distribu-
tion throughout the genome in relation to its genomic features. Taking that into
account, it is important to further investigate this correlation, since it may re-
veal some unknown distribution pattern and may also help to elucidate Z-DNA
function. Some works had suggested that the presence of ZDRs within introns
would enable and guide the coupling of proteins from the ADAR1 family, which
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Fig. 3. Distribution of ZDRs throughout human chromosome 14: black lines
show ZDR clusters around the TSS in contrast to random quasi-uniform distibution
depicted in light grey.
are responsible for mRNA editing [1]. These proteins are not only known to be
present in Z-DNA binding sites with high affinity but also to be responsible for
the deamination of adenosines to inosines (which are translated as guanines).
These editing events act as a source of phenotypic variation [7] and could play
an important role at modulation of the nervous system [20]. If it is found that
this interaction is dependent on Z-DNA formation, an important function for
ZDRs would be revealed.
ZDRs found inside transcripts lie almost exclusively within introns, which
account for roughly 18% of the total number of detected ZDRs (Figure 4). Con-
sidering that genes are composed mostly by intronic sequences, this percentage
may not represent a strict preference of the ZDRs’ distribution. Anyhow, in
Table 1 it is possible to see five of the transcripts and their associated genes,
which exhibit the largest number of ZDRs within introns. Such genes may be
good candidates for further investigation of ADAR1 family mechanism of action,
which would contribute to understand the potential role of Z-DNA guiding RNA
editing enzymes.
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Fig. 4. Exact location of ZDRs in relation to transcripts: includeFeature
means that a ZDR is larger enough do embrace the whole transcript, a rare situation.
intron, exon and spliceJunctions represents ZDRs which fall within transcripts,
where spliceJunctions represents those ZDRs shared both by introns and exons.
Table 1. Chromosome 14 transcripts with the largest number of inside-intron ZDRs.






3.2 Differential occupation analysis
Even though we were able to show the correlation between ZDRs and TSSs,
it still remained unclear if it represents only a by-product of gene transcription
events or if ZDRs indeed act as gene expression regulators. To address this point,
we analysed whether ZDR presence could modify RNA Polymerase II occupation
of transcription start sites.
Our dataset of PolII was taken from a ChIP-Seq experiment which analysed
the occupation of the promoter region of the ER-α estrogen receptor of MCF-7
cells in two conditions: activated (with presence of its ligand, estradiol) and inac-
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tivated (controlled set). With this analysis, we were able to investigate whether
the differential enrichment of the PolII tags in specific locations may correlate
to the presence of ZDRs.
We divided our fold-change results in two groups, one with transcripts with
up-regulated occupation in the activated condition (fold-change ≥ 2) and the
other with transcripts with down-regulated occupation (fold-change< 0.5). Next,
we ranked the 100 topmost differentially occupied transcripts of each group and
analysed their ZDRs related position. Figure 5 shows that the number of ZDRs
overlapped by PolII tags at the 100 topmost differentially occupied transcripts
exhibits an interesting pattern. Those ZDRs present in up-regulated genes tend
to gather upstream of TSSs while those ZDRs present in down-regulated genes
exhibit a weak tendency to gather downstream. This may suggest a positive
correlation between ZDRs position and the activation state of genes, consider-
ing that the formation of ZDRs upstream could favour gene transcription, while
ZDRs downstream could inhibit it. Nevertheless, our data need additional ex-
perimental evidence and further statistical analysis to confirm these statements.
Fig. 5. Number of ZDRs overlapped by PolII tags at the 100 topmost dif-
ferentially occupied transcripts: note that ZDRs tend to gather upstream of TSSs
in up-regulated regions and downstream in down-regulated ones.
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4 Conclusions
In this work we developed a workflow for analysis of ZDR regions in animal
cells that merges in silico data with experimental ones. The workflow uses sev-
eral bioconductor packages and retrieves biological data from high throughput
sequencing. Hence, one could easily correlate data from ChIP-seq and RNA-seq
to ZDR regions in whole chromosomes. Our case study focused on the human
chromosome 14, and the results showed that our workflow approach was able to
conduct ZDR distribution analysis that corroborates previous studies. It brought
as well new information on how those ZDRs spread over the chromosomal se-
quences.
The role of Z-DNA in gene regulation has been debated for a long time. In our
case study we showed that the majority of ZDRs appear upstream of the tran-
scripts. We also showed that when accounted for internal genomic features, ZDRs
tend to concentrate in introns rather than exons. Although this was expected,
it showed that our approach is able to succesfully detect ZDRs’ distribution
within transcripts. Hence, one could investigate in other human chromosomes
or another species genome the hypothesis of ZDRs serving as anchor sites for
Z-DNA binding factors such as ADAR1, which is responsible for RNA edition.
The comparison of ZDRs prediction to PolII occupancy in steroid regulated
genes suggests differences in ZDRs positioning in relation to TSSs. Up regu-
lated genes seem to concentrate ZDRs upstream of TSSs as opposed to down
regulated genes that tends to concentrate ZDRs downstream. However, further
experimental studies and statistical investigation are still necessary to convinc-
ingly correlate ZDRs to gene expression.
We are presently working to assemble the R scripts developed for this work-
flow in a user friendly R package, where the user will be able to perform similar
analysis as those previously shown. Our goal is to deliver an easy and fast way
to perform basic distribution analysis associated to biological information in dif-
ferent kinds of genomes, allowing for an efficient computing platform for the
Z-DNA biology researcher.
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